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Pri približno 85% bolnikov je glavni vzrok za razvoj GIST aktivacijska mutacija 
(patogena/verjetno patogena različica – PR/VPR, mutacija – PR/VPR) v enem izmed genov c-KIT 
ali PDGFRA, medtem-ko pri 10-15% bolnikov z GIST omenjena gena nista mutirana 
(KIT/PDGFRA divji tip GIST). Pri njih se aktivacijske mutacije – PR/VPR lahko pojavijo v genih, 
ki kodirajo mitohondrijski encimski kompleks sukcinat dehidrogenazo, redkeje pa v genih KRAS, 
NRAS ali BRAF. Poznavanje mutacijskega statusa vseh naštetih genov, ki so vključeni v 
patogenezo GIST, je izredno pomembno pri načrtovanju zdravljenja bolnikov z GIST z zaviralci 
tirozinskih kinaz (TKI), saj je klinični učinek imatiniba odvisen od genotipa tumorja.  
 
Na Oddelku za molekularno diagnostiko Onkološkega inštituta Ljubljana smo v sklopu doktorske 
raziskave izvedli molekularno karakterizacijo primarnih tumorjeva bolnikov z razsejanimi GIST. 
V raziskavo smo vključili bolnike, ki so bili po podatkih iz Registra raka RS, med januarjem 2002 
in decembrom 2011, zdravljeni s TKI na Onkološkem inštitutu Ljubljana. Vsem bolnikom iz naše 
raziskave smo z metodo direktnega sekvenciranja po Sangerju določili frekvence, mesta in vrste 
mutacij – PR/VPR v genu c-KIT (eksoni 9, 11, 13, in 17) in v genu PDGFRA (eksoni 12, 14 in 18). 
Pri bolnikih z določenim KIT/PDGFRA divjim tipom GIST pa smo z metodo kvantitativnega PCR 
določili tudi najpogostejše (»hot spot«) mutacije – PR/VPR v genih KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA 
in AKT1 ter imunohistokemično izražanje SDH kompleksa. Nadalje smo ugotavljali tudi vpliv 
mesta in vrste dokazanih mutacij – PR/VPR na izhod zdravljenja (mediana časa brez napredovanja 
bolezni in mediana časa celokupnega preživetja) naših bolnikov z imatinibom. 
 
Z doktorsko raziskavo smo ugotovili, da se frekvence mutacij – PR/VPR v preiskovanih genih pri 
naših bolnikih ujemajo s podatki iz literature. Skupno smo v naši raziskavi dokazali 49 različnih 
mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA. V genu c-KIT smo odkrili 8 novih, v literaturi še 
nikoli opisanih mutacij – VPR; pri enem bolniku pa smo v genu PDGFRA odkrili dve primarni 
mutaciji – PR/VPR v eksonu 14, kar je v literaturi izjemno redko opisano. V skupini bolnikov s 
KIT/PDGFRA divjim tipom GIST mutacij – PR/VPR v genih KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA in 
AKT1 nismo dokazali pri nobenem bolniku, SDH kompleksa pa nista izražala dva od teh bolnikov. 




ugotovili, da mesto mutacije – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT klinično pomembno napoveduje 
ugoden potek zdravljenja z imatinibom tudi pri slovenskih bolnikih z razsejanim GIST ter da vrsta 
mutacije – PR/VPR ni pomembna za izhod njihovega zdravljenja.  
Z doktorsko raziskavo potrjujemo, da je molekularna analiza tumorjev bolnikov z GIST nujna in 
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In total, ~85% of GIST patients harbour activating mutations in one of the genes, c-KIT or 
PDGFRA, while 10-15% of all GIST patients have no mutations in these two genes (KIT/PDGFRA 
wild-type GIST). Wild-type GISTs could have alterations in genes of the succinate dehydrogenase 
(SDH) complex, or rarely in KRAS, NRAS or BRAF genes. The clinical benefit of tyrosine kinase 
inhibitors (TKIs), such as imatinib, depends on the GIST genotype, therefore molecular 
characterization of GIST has a crucial role in overall management of these patients.  
 
This doctoral study was performed at the Department of molecular diagnostic, Institute of oncology 
Ljubljana, to molecularly characterize primary tumour samples of patients with metastatic GISTs 
from the Slovenian Cancer Registry (National Cancer Registry) treated with tyrosine kinase 
inhibitors (TKIs) between January 2002 and December 2011 at the Institute of Oncology Ljubljana. 
Direct Sanger sequencing was performed in tumour samples of all patients included in our study 
to determine mutation spectrum of c-KIT gene (exons 9, 11, 13 and 17) and PDGFRA gene (exons 
12, 14 and 18). Moreover, all KIT/PDGFRA wild-type GISTs were tested for the presence of 
mutations in hot spot regions of KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and AKT1 genes with quantitative 
PCR and their expression of SDH complex was assessed by immunohistochemistry. Additionally, 
we wanted to find out if the location and type of detected mutations have a significant impact on 
the clinical outcome (progression free and overall survival) of our patients treated with imatinib. 
 
Our study concluded that mutation frequencies of c-KIT and PDGFRA genes observed in 
Slovenian patients are comparable with published series. In our study 49 different mutations were 
detected in c-KIT and PDGFRA genes. In c-KIT, 8 novel variants that have never been described 
in the literature before were identified. Moreover, one patient with double mutant GIST, who had 
two different mutations in PDGFRA exon 14 was identified, which is reported to be very rare. In 
KIT/PDGFRA wild-type GIST no mutations were found in KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and 
AKT1, where SDH-deficiency was found in two patients. When analysing how the location and 
type of detected mutations effect patients’ clinical outcome, our study concluded that location of 
the mutation in c-KIT exon 11 is associated with a favourable clinical outcome of the Slovene 





Our study has confirmed that molecular characterization of GISTs is of great diagnostic value for 
patients with GIST and their appropriate management and treatment with TKIs. 
 
 
Key words: gastrointestinal stromal tumor (GIST), mutations, c-KIT, PDGFRA, KIT/PDGFRA 
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1 UVOD  
Gastrointestinalni stromalni tumorji (GIST) so najpogostejše mezenhimske neoplazme prebavnega 
trakta. Večinoma so diagnosticirani med 50. in 70. letom starosti in se lahko pojavijo kjerkoli 
vzdolž prebavnega trakta, najpogosteje pa v želodcu (60 %), tankem črevesu (30 %), dvanajstniku 
(5 %) in danki (< 5 %) (1–4). GIST spada med redke vrste raka. Po epidemioloških ocenah se GIST 
med splošnim prebivalstvom pojavi pri od 7 do 15 ljudeh na milijon prebivalcev na leto in skupno 
predstavlja približno 1% vseh gastrointestinalnih (GI) rakavih obolenj (1,2,5,6).  
 
Pri 80% do 90% bolnikov je glavni vzrok za razvoj GIST mutacija (patogena/verjetno patogena 
različica – PR/VPR; v nadaljevanju »mutacija – PR/VPR«) v genu c-KIT (75-80%) ali v genu 
PDGFRA (5-10%) (4,7,8).  
 
Gena c-KIT in PDGFRA kodirata dva transmembranska tirozinkinazna receptorja KIT in 
PDGFRA. Aktivacijske mutacije – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA povzročijo strukturno 
spremembo receptorjev KIT/PDGFRA, kar vodi v njuno stalno, od liganda neodvisno aktivacijo 
(9,10). Mutacije – PR/VPR značilne za GIST so v genu c-KIT pogoste v eksonih 9, 11, 13 in 17; v 
genu PDGFRA pa v eksonih 12, 14 in 18 (1,11–13). Bolniki, ki mutacij – PR/VPR v genu c-KIT 
in PDGFRA (10-15%) nimajo pa imajo KIT/PDGFRA divji tip GIST (14–16). Pri njih so do danes 
opisane mutacije – PR/VPR lahko prisotne v genih KRAS, NRAS in BRAF, ki sodelujejo nižje v 
signalnih poteh KIT in PDGFRA. Lahko pa so prisotne tudi v genih, ki kodirajo mitohondrijski 
encimski kompleks sukcinat dehidriogenazo (SDH). Poznavanje vseh zgoraj naštetih molekularnih 
značilnosti v patogenezi GIST je izredno pomembno pri odločitvah o sistemskem zdravljenju 
bolnikov z GIST s tarčnimi zdravili (17–21).   
 
Z razvojem tarčnih zdravil kot so zaviralci tirozinskih kinaz (angl. tyrosine kinase inhibitors, TKI) 
se je povsem spremenil izhod zdravljenja pri bolnikih z GIST (22). Eden od prvih TKI je imatinib, 
ki se veže v vezavno mesto za ATP receptorja KIT/PDGFRA in tako prepreči njegovo aktivacijo 
(22,23). Odgovor na zdravljenje z imatinibom je odvisen od tega ali je mutacija – PR/VPR sploh 
prisotna v genu c-KIT ali PDGFRA, na katerem mestu v genu se pojavlja in kakšno spremembo v 




znano kakšen odgovor na zdravljenje pričakujemo (24,25). Z odkrivanjem novih, še ne opisanih 
genskih različic in s proučevanjem njihovega vpliva na odgovor na TKI pa lahko pomembno 
prispevamo k odločitvam za najprimernejše zdravljenje bolnikov z GIST. 
 
Najboljši odgovor in trajanje odgovora na zdravljenje z imatinibom imajo bolniki z mutacijami – 
PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT; bolniki z mutacijo – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT in bolniki 
s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST pa na zdravljene slabše oz. ne odgovorijo (13,26). O vplivu 
vrste mutacij – PR/VPR na potek zdravljenja z imatinibom je znanega malo. Nekatere raziskave 
sicer ugotavljajo ugoden potek zdravljenja pri bolnikih z delecijo, medtem-ko druge raziskave tega 
niso potrdile (27–29).  
 
1.1 Receptorja KIT in PDGFRA 
Protoonkogena c-KIT in PDGFRA kodirata dva transmembranska tirozin kinazna receptorja KIT 
in PDGFRA, ki spadata v družino tirozin kinaz tipa III (10,15,30). Za njihovo  strukturo sta značilni 
regulatorna in encimska regija. Regulatorno regijo receptorja sestavljajo zunajcelična domena, 
trensmembranski del in povezovalna domena; encimsko (znotrajcelično) regijo pa sestavljata 
tirozin-kinazna domena I in II (Slika 1) (10,13,31).  
 
Ob normalnem delovanju receptorja vsaka domena opravlja svojo funkcijo:  
 zunajcelična domena (angl. extracellular domain, EC) ima vlogo pri vezavi liganda in je 
pomembna za dimerizacijo receptorja;  
 povezovalna regija (angl. juxtamembrane domain, JM) je odgovorna za avtoinhibicijo 
receptorja v odsotnosti liganda; 
 tirozin-kinazna domena I (TK I) predstavlja vezavno mesto za ATP molekulo; 
 tirozin-kinazna domena II (TK II) pa sestavlja aktivacijsko zanko, ki uravnava dostopnost  
vezavnega mesta za ATP.  
 
Za GIST značilne mutacije – PR/VPR v obeh tirozin kinaznih receptorjih (KIT in PDGFRA) 




njegovo stalno aktivacijo v odsotnosti liganda ter posledično aktivacijo ostalih receptorskih 
molekul vzdolž signalne poti KIT/PDGFRA (32,33).  
 
V receptorju KIT je frekvenca mutacij – PR/VPR najvišja (85%) v povezovalni domeni (ekson 
11), sledijo zunajcelična domena (ekson 9) ter TK I in TK II (eksona 13 in 17) (13,34). V receptorju 
PDGFRA pa je frekvenca mutacij – PR/VPR najvišja (80%) v TK II (ekson 18), sledijo 
povezovalna domena (ekson 12) in TK II (ekson 14) (13,34). 
 
 





1.2 Signalna pot KIT/PDGFRA 
 
  
Slika 2: Ključne signalne poti za razvoj GIST. i) Vzrok za nastanek velike večine GIST so 
aktivacijske mutacije – PR/VPR v genih c-KIT ali PDGFRA, ki povzročijo stalno avtofosforilacijo 
receptorjev KIT/PDGFRA brez predhodne dimerizacije in aktivacijo signalnih poti KIT/PDGFRA, 
kar vodi do nenadzorovane proliferacije celic, rezistence na apoptozo in do rasti ter razsoja 
tumorja. ii) Pri manjši skupini KIT/PDGFRA divjega tipa GIST s funkcionalnim izražanjem 
encimskega kompleksa sukcinat dehidrogenaze (SDH), so lahko vzrok za nastanek GIST mutacije 
– PR/VPR v genih RAS, RAF ali NF1. Pri njih patogeneza GIST poteka preko aktivacije MAPK 
signalne poti. iii) Patogeneza KIT/PDGFRA divjega tipa GIST brez funkcionalnega izražanja 
encimskega kompleksa SDH pa poteka preko povečanega izražanja gena HIF1α in inhibicije 
demetilacije DNA. Povzeto po Niinuma T et al. Transl Gastroenterol Hepatol. 2018 (35). 
 
GIST se razvijejo iz intersticijskih Cajalovih celic (ICC), katere se nahajajo v steni GI-trakta. ICC 
so del avtonomnega živčnega sistema, ki uravnava prebavo in peristaltiko črevesa, za svoje 




Pri normalnem delovanju receptorja KIT (nemutiran receptor) vezava liganda, citokina SCF (angl. 
Stem cell factor), povzroči dimerizacijo receptorjav in citoplazemsko fosforilacijo kinaznih 
tirozinskih ostankov. Sproži se kaskadna reakcija s katero se aktivirajo signalne molekule 
RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/mTOR in JAK/STAT3, ki so odgovorne za celično rast, preživetje, 
proliferacijo, angiogenezo in adhezijo (Slika 2). Aktivacija signalne poti receptorja PDGFRA je 
enaka kot pri receptorju KIT, le da se na receptor PDGFRA veže drug ligand, rastni dejavnik PDGF 
(angl. Platelet-derived growth factor) (9,11,15,30). 
 
Bolniki z GIST imajo zaradi mutacije – PR/VPR v genu c-KIT ali PDGFRA okvarjen receptor 
KIT/PDGFRA, ki je aktiven tudi brez predhodne vezave liganda (SCF/PDGF). Aktivacijske 
mutacije – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA torej povzročijo strukturno spremembo v receptorju 
KIT/PDGFRA in njegovo od liganda neodvisno aktivacijo, ki vodi v nenadzorovano rast celic in 
razvoj GIST (12). 
 
1.3 KIT/PDGFRA divji tip GIST 
Bolniki s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST (10-15%) predstavljajo poseben in molekularno 
heterogen tip bolezni GIST, pri katerem gena c-KIT in PDGFRA nista mutirana (14–16). Pri njih 
so do danes opisane mutacije – PR/VPR lahko prisotne v genih, ki sodelujejo nižje v signalnih 
poteh KIT in PDGFRA. V RAS/RAF/ERK signalni poti so z GIST povezane mutacije – PR/VPR 
v genih BRAF (v 1,5%), KRAS/NRAS (v 0,1%) in NF1 (0,1%) (15,16,18,20,21,36–38). Poleg v 
zgoraj naštetih genih so pri KIT/PDGFRA divjem tipu GIST mutacije – PR/VPR sicer najpogosteje 
prisotne v genih, ki kodirajo podenote mitohondrijskega encima sukcinat dehidrogenaze (SDH-
A/B/C/D) (39,40).  
 
Glede na delovanje in izražanje SDH kompleksa in ostalih molekularnih značilnosti, 
KIT/PDGFRA divji tip GIST razdelimo v 3 večje entitete (23,36):  
 
1) KIT/PDGFRA divji tip GIST brez izražanja funkcionalnega SDH kompleksa, 
2) KIT/PDGFRA divji tip GIST z izražanjem funkcionalnega SDH kompleksa in 




3) KIT/PDGFRA divji tip GIST z izražanjem funkcionalnega SDH kompleksa in 
brez mutacij – PR/VPR v genih BRAF in RAS (angl. quadruple wild-type 
GIST, Q-WT GIST). 
 
Porazdelitev vseh do sedaj znanih mutacij – PR/VPR v GIST prikazuje Slika 3.  
 
 






1.3.1 KIT/PDGFRA divji tip GIST brez izražanja 
funkcionalnega SDH kompleksa 
Med zgoraj naštetimi entitetami KIT/PDGFRA divjega tipa GIST je najpogostejša prva entiteta, 
saj več kot polovica vseh bolnikov (7,5-10,0%) brez mutacij – PR/VPR v genih c-KIT ali PDGFRA 
ne izraža funkcionalnega SDH kompleksa (39,41). V primerjavi z bolniki, ki imajo mutiran gen c-
KIT ali PDGFRA, imajo bolniki s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST brez izražanja funkcionalnega 
SDH kompleksa lažji potek bolezni (14,15). V omenjenem primeru vzrok za razvoj GIST niso 
mutacije – PR/VPR v signalnih poteh KIT/PDGFRA, ampak mutacije – PR/VPR v 
mitohondrijskemu encimskemu kompleksu SDH, ki sodeluje v Krebsovem ciklu ter pri prenosu 
elektronov v dihalni verigi. Ta je sestavljen iz štirih podenot - SDHA, SDHB, SDHC in SDHD. 
Njegova vloga v Krebsovem ciklu pa je pretvorba sukcinata v fumarat (30). Mutacije – PR/VPR v 
katerikoli izmed podenot SDH kompleksa povzročijo izpad podenote SDHB, kar povzroči 
strukturno in funkcijsko spremembo encima in posledično nepravilno delovanje oz. odsotnost 
izražanja celotnega SDH kompleksa (36,39).  
 
Odsotnost izražanjanja SDH kompleksa je lahko posledica sporadičnih ali zarodnih mutacij – 
PR/VPR. Večinoma so mutacije – PR/VPR v genih, ki kodirajo podenote SDH kompleksa zarodne 
(germinalne) in se pojavljajo v sklopu dednega sindroma Carney Stratakis (10,37). Bolniki z dedno 
obliko GIST zbolevajo mlajši (tudi otroci), zanje pa je značilen hkraten pojav več primarnih 
tumorjev, predvsem v želodcu (40). Pri manjšem deležu GIST (~1%) pa je lahko vzrok za 
odsotnost izražanjanja SDH kompleksa epigenetsko utišanje promotorja podenote SDHC, kar 
povezujejo s sindromom Carney-eva Triada (42).  
 
Odsotnost izražanja funkcionalnega SDH kompleksa v vseh navedenih primerih torej vodi v 
presežek sukcinata, ki vpliva na patogenezo GIST na dva načina (23,35): 
 
1) spodbudi izražanje transkripcijskega dejavnika HIF1α (s hipoksijo inducirani 
transkripcijski dejavnik alfa), ki uravnava več korakov tumorogeneze, 
vključno s celično proliferacijo, angiogenezo in apoptozo; 
2) inhibira encime vpletene v demetilacijo DNA, kar vodi v hipermetilacijo in 




1.3.2 KIT/PDGFRA divji tip GIST z izražanjem funkcionalnega 
SDH kompleksa  
Bolniki z divjim tipom GIST z izražanjem funkcionalnega SDH kompleksa imajo klinično-
patološke značilnosti podobne kot bolniki z mutacijami – PR/VPR v genu c-KIT ali PDGFRA in 
zato tudi bolj agresiven potek bolezni kot bolniki s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST brez 
izražanja funkcionalnega SDH kompleksa (14). Pri KIT/PDGFRA divjem tipu GIST z izražanjem 
funkcionalnega SDH kompleksa se mutacije – PR/VPR predvsem pojavljajo v genu BRAF (kjer 
gre skoraj vedno za substitucijo V600E) in redkeje v genih RAS (17,21). Mutacije – PR/VPR v 
ostalih genih, kot so PIK3CA, EGFR in kromosomske translokacije v genu NTRK, so izjemno 
redke (43–45). Zelo redek je tudi pojav mutacij – PR/VPR v genu NF1, katere so značilne 
predvsem za GIST, ki se pojavijo v sklopu dednega sindroma nevrofibromatoza tipa 1 (35,38).  
 
Pri večini bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST z normalnim izražanjem funkcionalnega 
SDH kompleksa pa gre za sporadično obliko bolezni, pri kateri gonilne mutacije – PR/VPR za 
nastanek tumorja še ne poznamo (Q-WT GIST) (36). 
 
Molekularno-diagnostično razdelitev KIT/PDGFRA divjega tipa GIST prikazuje Slika 4. 
 
 
Slika 4: Molekularno-diagnostična shema KIT/PDGFRA divjega tipa GIST. Povzeto po Nishida 




1.4 Tarčno zdravljenje razsejanih GIST  
Napredek v zdravljenju razsejanih GIST se je pričel leta 1998 z odkritjem aktivacijskih mutacij – 
PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA ter njihove vloge v tumorogenezi GIST, kar je vodilo v razvoj 
molekularne tarčne terapije za to bolezen (7,23). Eden od prvih predstavnikov tarčnih zdravil je 
mala molekula imatinib, ki je bila prvotno načrtovana kot selektivni zaviralec tirozin kinazne 
aktivnosti fuzijskega proteina BCR-ABL pri bolnikih s kronično mieloično levkemijo in za 
katerega je Evropska agencija za zdravila (EMA) odobrila uporabo julija 2001 (47). Le nekaj 
mesecev kasneje, novembra 2001 je bil imatinib, kot učinkovit selektivni zaviralec tirozin kinazne 
aktivnosti receptorjev KIT in PDGFRA, odobren tudi za zdravljenje bolnikov z razsejanim GIST 
(48). Potek bolezni in učinek zdravljenja bolnikov z razsejanim GIST se je s tarčno terapijo z 
imatinibom bistveno izboljšal, saj se je njihovo srednje preživetje podaljšalo s pol leta na skoraj 
pet let (49). Trenutno so v Evropi za zdravljenje bolnikov z razsejanimi GIST odobrjena tri tarčna 
zdravila (TKI): imatinib (november 2001), sunitinib (julij 2006) in regorafenib (avgust 2013), ki 
predstavljajo terapijo prvega, drugega in tretjega reda (23). Nedavno pa je Ameriška agencija za 
hrano in zdravila že odobrila zdravilo ripretinib (maj 2020) kot terapijo četrtega reda (50).  
 
Poznavanje mutacijskega statusa genov KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS, BRAF in podenot SDH ima 
pomembno prognostično in napovedno (prediktivno) vrednost pri bolnikih z razsejanim GIST in 
je nepogrešljivo pri načrtovanju tarčnega zdravljenja s TKI, saj je odgovor na zdravljenje odvisen 
od (46): 
 mesta pojava mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA,  
 entitete KIT/PDGFRA divjega tipa GIST (mutacije – PR/VPR v BRAF, RAS, SDH), 
 razvoja sekundarnih mutacij – PR/VPR v receptorju KIT/PDGFRA. 
 
1.5 Princip delovanja imatiniba 
Tarčno zdravilo imatinib je majhna molekula, katere tarča sta receptorja KIT in PDGFRA. Imatinib 
je selektivni zaviralec tirozin kinazne aktivnosti, ki se kompetitivno veže v vezavno mesto za ATP 
(ATP žepek) receptorja KIT/PDGFRA (51). Vezava imatiniba prepreči aktivacijo receptorja in 




S prekinitvijo prenosa signala se posledično zaustavi tudi nenadzorovana rast in delitev tumorskih 
celic ter s tem napredovanje bolezni.  
 
 
Slika 5: Shema delovanja imatiniba. Povzeto po Niinuma T et al. Transl Gastroenterol Hepatol. 
2018 (35). 
 
Odgovor na zdravljenje in afiniteta vezave imatiniba sta zelo odvisna od mesta pojava mutacij – 
PR/VPR, saj se konformacija receptorja KIT/PDGFRA različno spreminja glede na lokacijo 
mutacij – PR/VPR v receptorju. Afiniteta vezave imatiniba je tako največja, ko se mutacije – 
PR/VPR pojavijo v povezovalni domeni receptorja (ekson 11 gena c-KIT oz. ekson 12 gena 
PDGFRA).  
 
1.6 Odgovor na zdravljenje z imatinibom 
Najboljši odgovor na zdravljenje z imatinibom imajo bolniki z mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 




avtoinhibicije receptorja v odsotnosti liganda in spremenijo konformacijo receptorja tako, da ta 
omogoča vezavo imatiniba z veliko afiniteto (24,52).  
Slabši odgovor na zdravljenje imajo bolniki z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT, ki 
povzročijo spontano dimerizacijo receptorja. Mutacije – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT tako 
povzročijo večjo spremembo v konformaciji receptorja, pri kateri imatinib težje dostopa do 
vezavnega mesta na kinazi, kar zmanjša tudi njegovo afiniteto vezave (52,53). Pri teh bolnikih je 
zato za dosego boljšega odgovora na zdravljenje potreben dvojni odmerek zdravila (29,54).  
 
Pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v TK I in TK II (eksona 13 in 17 v genu c-KIT ter eksona 14 
in 18 v genu PDGFRA) so učinki zdravljenja z imatinibom različni. Mutacije – PR/VPR na teh 
mestih v receptorju lahko poleg aktivacije kinaze spremenijo tudi obliko ATP žepka (vezavno 
mesto imatiniba), ali pa blokirajo njegovo dostopnost. Če se mutacija – PR/VPR pojavi v ali blizu 
prijemališča imatiniba, taka mutacija – PR/VPR močno zmanjša afiniteto vezave imatiniba v 
aktivno mesto kinaze. V primeru substitucije D842V v eksonu 18 gena PDGFRA, pa omenjena 
mutacija – PR/VPR celo povzroči rezistenco na imatinib, saj spremeni lego aktivacijske zanke in 
molekuli imatiniba popolnoma onemogoči dostop do vezavnega mesta (52).  
 
1.7 Rezistenca na imatinib in sekundarne mutacije – PR/VPR 
Primarno rezistenco na imatinib opažamo pri približno 10% bolnikov z GIST v roku 2-6 mesecih 
od pričetka zdravljenja z imatinibom (24). Primarna rezistenca na imatinib se pojavi predvsem pri 
bolnikih s substitucijo Asp842Val (D842V) v eksonu 18 gena PDGFRA, bolnikih z mutacijami – 
PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT in pri bolnikih s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST (24).  
 
Pri 40-50% bolnikov z mutacijo – PR/VPR v genu c-KIT ali PDGFRA pa se približno 2 leti po 
začetnem uspešnem zdravljenju z imatinibom razvije sekundarna rezistenca na imatinib. Vzrok za 
razvoj sekundarne rezistence je nastanek sekundarnih mutacij – PR/VPR, katere se pojavijo na 





1.8 Zdravljenje na imatinib rezistentnih GIST  
Za zdravljenje bolnikov z razsejanim GIST, ki kažejo primarno ali sekundarno rezistenco na 
imatinib, sta kot terapiji drugega in tretjega reda odobreni tarčni zdravili sunitinib in regorafenib. 
Sunitinib in regorafenib sta več-tarčna zaviralca tirozinskih kinaz, ki imata širši spekter delovanja 
kot imatinib. Poleg KIT in PDGFRA inhibirata tudi druge tirozinske kinaze (med drugimi receptor 
žilnega endotelijskega rastnega dejavnika, VEGFR), njuno delovanje pa je tako usmerjeno v 
inhibicijo proliferacije in angiogeneze (55).  
 
Sunitinib se je izkazal za učinkovitejšega od imatiniba pri zdravljenju bolnikov z mutacijami – 
PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT. Zaradi dodatnega anti-angiogenega delovanja, naj bi bil sunitinib 
učinkovit tudi pri zdravljenju bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST brez izražanja 
funkcionalnega SDH kompleksa, kjer je zaradi povečanega izražanja HIF1α povečana transkripcija 
in tvorba žilnega endotelijskega rastnega dejavnika (VEGF) (56).  
 
Za zdravljenje GIST z rezistentnimi mutacijami – PR/VPR v aktivacijski zanki receptorja KIT in 
PDGFRA je bil pred kratkim, s strani ameriške Agencije za hrano in zdravila odobren tudi več-
tarčni tirozin-kinazni inhibitor avapritinib, ki je zelo učinkovit pri zdravljenju tumorjev s 
substitucijo Asp842Val v eksonu 18 gena PDGFRA, katera je bila pred tem rezistentna na vse tri 
do sedaj odobrene TKI (50).  
 
Za bolnike s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST, ki imajo mutacije – PR/VPR v genih BRAF ali 
RAS pa bi učinkovitejše zdravljenje lahko dosegli z uporabo zaviralcev BRAF/MEK, ki se 






2 NAMEN DELA  
Namen dela doktorske disertacije je molekularna analiza primarnega tumorja pri slovenskih 
bolnikih z razsejanimi GIST, ki so bili od januarja 2002 do decembra 2011 zdravljeni z zaviralci 
tirozinskih kinaz na Onkološkem inštitutu Ljubljana, kar predstavlja večino slovenskih bolnikov v 
tem obdobju. 
Ker molekularne značilnosti pri slovenskih bolnikih z razsejanimi GIST še niso bile raziskane smo 
si znotraj naše raziskave zastavili tri specifične cilje: 
1) pri vseh bolnikih določiti frekvence, mesta in vrste mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in 
PDGFRA, 
 
2) pri bolnikih s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST določiti najpogostejše (»hot spot«) 
mutacije– PR/VPR v genih soudeleženih v signalni poti KIT/PDGFRA - KRAS, NRAS, 
BRAF, PIK3CA, AKT1 in izražanje SDH kompleksa ter 
 
3) ugotoviti vpliv mesta in vrste dokazanih mutacij – PR/VPR na izhod zdravljenja naših 




Mesto in vrsta mutacij – PR/VPR v genih c-KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS in BRAF, vplivata na čas 
do napredovanja bolezni ob terapiji z imatinibom in na celokupno preživetje slovenskih bolnikov 





4 BOLNIKI, MATERIALI IN METODE 
Raziskava je bila odobrena s strani Komisije za etiko in strokovno oceno protokolov kliničnih 
raziskav Onkološkega inštituta Ljubljana (OIL), št. OIRIKE00036 in s strani Komisije RS za 
medicinsko etiko, št. 0120-033/2016-2 KME 109/02/2016. Vsi bolniki so podpisali ozaveščen 
pristanek na zdravljenje. 
 
4.1 Bolniki 
V retrospektivno raziskavo je bilo vključenih 70 bolnikov z razsejanim GIST, ki so bili v obdobju 
od januarja 2002 do decembra 2011 zdravljeni s TKI na OIL. Poleg molekularnih značilnosti 
tumorja smo pri bolnikih zajeli tudi klinično-patološke značilnosti, podatke o datumu napredovanja 
bolezni in/ali smrti (kjer je do teh dogodkov prišlo) in datum zadnje kontrole. Bolniki so hodili na 
redne kontrole vsake 3-4 mesece, njihov vitalni status pa smo pridobili iz Registra raka RS.  
 
4.2 Biopsijski material 
Izhodiščni material za izolacijo bolnikove genomske DNA so bile tkivne rezine primarnega 
tumorskega tkiva, fiksiranega v formalinu in vklopljenega v parafin (rezine FFPE). Biopsijski 
material (stekelca s FFPE-rezinami primarnega tumorja) smo za večino bolnikov (72%) prejeli iz 
Oddelka za patologijo OIL, za ostale bolnike pa smo biopsijski material pridobili iz drugih 
slovenskih bolnišnic, kjer so bolniki opravili biopsijo (Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana, 
Univerzitetnega kliničnega centra Maribor, Splošne bolnišnice Izola in Splošne bolnišnice Celje).  
 
Na Oddelek za molekularno diagnostiko OIL smo za 58 bolnikov prejeli FFPE-rezine primarnega 
tumorja, pri katerih je bila biopsija opravljena pred pričetkom zdravljenja z imatinibom. Pri 12 
bolnikih pa so bili tkivni vzorci odvzeti iz kirurško odstranjenega tumorja po začetku uvedbe 
zdravljenja z imatinibom. Podatek ali je bila biopsija odvzeta pred ali po zdravljenju z imatinibom 
je pomemben pri nadaljnji molekularni analizi in ga je potrebno upoštevati pri določanju 
sekundarnih mutacij – PR/VPR, ki se pojavijo kot odgovor na zdravljenje z imatinibom, saj lahko 







4.3.1 MOLEKULARNA ANALIZA 
Arhivski vzorci (rezine FFPE) bolnikov z razsejanimi GIST so bili revidirani s strani specialista 
patologa iz Oddelka za patologijo OIL, ki je potrdil diagnozo z imunohostokemičnim barvanjem z 
označevalcem CD117. Tkivne rezine so bile pregledane pod svetlobnim mikroskopom (10x 
povečava) in deli rezin, ki so vsebovali največ tumorskih celic (>70% pri vseh vzorcih) so bili 
označeni in poslani na Oddelek za molekularno diagnostiko OIL, kjer smo opravili izolacijo DNA 
in molekularno analizo. Na Oddelku za patologijo OIL, so vsem bolnikom z določenim 
KIT/PDGFRA/BRAF/KRAS/NRAS/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST naknadno določili tudi 
izražanje SDH kompleksa z imunohistokemičnim barvanjem z označevalcem SDHB.  
 
Izolacija genomske DNA iz rezin FFPE 
Za vsakega bolnika smo prejeli sedem rezin FFPE: 1 HE-preparat (parafinska rezina na stekelcu, 
obarvana z barviloma hematoksilin in eozin) na kateri je patolog označil področje z najvišjim 
deležem tumorskih celic in 6 neobarvanih rezin FFPE, debeline 2-4 µm, iz katerih smo izolirali 
genomsko DNA. Po oceni patologa so celotne neobarvane rezine FFPE pri vseh preiskovanih 
bolnikih vsebovale več kot 70% tumorskih celic. 
 
Izolacijo genomske DNA smo izvedli s kompletom reagentov QIAmp DNA FFPE Tissue kit 
(Qiagen GmbH).  
 
Deparafinizacija rezin FFPE. Prvi korak pri izolaciji genomske DNA iz rezin FFPE 
vključuje deparafinizacijo rezin FFPE v ksilolu. Za vsakega bolnika smo tako pripravili 1,5-mL 
mikrocentrifugirko z 1 mL ksilola, v katero smo s sterilno iglo, iz vseh šestih stekelc, postrgali 
področja rezin FFPE z največjim deležem tumorskih celic. Vsebino mikrocentrifugirke smo nato 
mešali z vibracijskim mešalnikom toliko časa, da se je parafin popolnoma raztopil (približno 15 
s), ter jo nato dve minuti centrifugirali pri 14.000 vrtljajih/min. Po končanem centrifugiranju smo 





Ekstrakcija genomske DNA iz tumorskega tkiva. V mikrocentrifugirko s tumorskim tkivom 
smo dodali 1 mL 100-% etanola in vsebino zopet mešali z vibracijskim mešalnikom, dokler se 
tumorsko tkivo ni napihnilo in postalo bele barve (približno 10 s). Vsebino mikrocentrifugirke smo 
nato ponovno centrifugirali dve minuti pri 14.000 vrtljajih/min. Po končanem centrifugiranju smo 
odpadni etanol previdno odpipetirali, tumorsko tkivo, ki se je posedlo na dno mikrocentrifugirke 
pa smo posušili v termobloku pri temperaturi 56°C (približno 20 min). Posušenemu tumorskemu 
tkivu v mikrocentrifugirki smo dodali 180 µL pufra ATL (pufer za razgradnjo tkiva) in 20 µL 
proteinaze K, suspenzijo pa smo nato temeljito premešali na vibracijskem mešalniku. Da smo 
dosegli čim boljšo razgradnjo tkivnih celic smo mikrocentrifugirke z vzorci najmanj 1 uro 
inkubirali v termobloku pri 56°C, nato pa še 1 uro pri 90°C (inkubacija v pufru ATL delno preprečil 
poškodbe in spremembe na nukleinskih kislinah zaradi formaldehida). Po končani inkubaciji smo 
mikrocentrifugirke z vzorci odstranili iz termobloka in v vsako dodali 200 µL pufra AL (pufer za 
lizo celic) in 200 µL 100-% etanola. Vsebino mikrocentrifugirke smo temeljito premešali z 
vibracijskim mešalnikom in jo nato centrifugirali 30 s pri 14.000 vrtljajih/min, da se je 
nerazgrajeno tumorsko tkivo (usedlina) posedlo na dno mikrocentrifugirke.  
Čiščenje genomske DNA. Vsebino mikrocentrifugirke, brez usedline, smo prenesli na 
elucijsko kolono QIAamp MinElute in jo centrifugirali 1 min pri 8.000 vrtljajih/min. Po končanem 
centrifugiranju smo eluat zavrgli, kolono pa prenesli v novo, čisto mikrocentrifugirko. Sledila sta 
dva koraka spiranja elucijske kolone. V prvem koraku smo na elucijsko kolono nanesli 500 µL 
pufra AW1 (pufer za spiranje) in jo nato centrifugirali 1 min pri 8.000 vrtljajih/min. Po končanem 
centrifugiranju smo eluat zavrgli, kolono pa prenesli v novo mikrocentrifugirko. V drugem koraku 
smo na elucijsko kolono nanesli 500 µL pufra AW2 (pufer za spiranje) in jo nato centrifugirali 1 
min pri 8.000 vrtljajih/min. Po končanem centrifugiranju smo eluat zopet zavrgli, elucijsko kolono 
pa prenesli v novo mikrocentrifugirko, katero smo nato centrifugirali 3 min pri 14.000 
vrtljajih/min, da se je membrana kolone popolnoma osušila in se je odstranil ves etanol.  
Elucija očiščene genomske DNA. Posušeno elucijsko kolono smo prenesli v 1,5 mL 
(elucijsko) mikrocentrifugirko, na elucijsko kolono pa nanesli 40 - 100 µL elucijskega pufra ATE 
(pufer za elucijo z nizko koncentracijo EDTA), odvisno od velikosti področja z najvišjim deležem 
tumorskih celic. Elucijsko kolono z nanešenim elucijskim pufrom smo nato inkubirali pri sobni 
temperaturi 30 min. Po končani inkubaciji smo mikrocentrifugirko z elucijsko kolono še zadnjič 




mikrocentrifugirko dobili približno 40 - 100 µL eluata, ki je vseboval očiščeno genomsko DNA 
bolnika.  
 
Določanje koncentracije DNA  
Po končani izolaciji smo iz šestih rezin FFPE pri vsakem bolniku dobili od 40 do 100 µL genomske 
DNA (originalni DNA vzorec). Koncentracijo in čistost izolirane DNA posameznega bolnika smo 
izmerili z uporabo spektrofotometra NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Inc.). Koncentracijo 
izolirane DNA smo določili z merjenjem absorbance pri 260 nanometrih (nm), čistost izolirane 
DNA pa smo določili iz razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm.  
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR)  
Verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymrase Chain Reaction, PCR) je metoda, ki omogoča  
eksponentno pomnožitev točno določenega (tarčnega) fragmenta in vitro. (Slika 6).  
Kot pri procesu podvojevanja DNA v organizmu, tudi za pomnožitev tarčnega zaporedja DNA in 
vitro, z metodo PCR, potrebujemo encim DNA-polimerazo, ki na podlagi matrice (izhodiščne 
DNA molekule) sintetizira komplementarno verigo matrični DNA molekuli. 
 
 
Slika 6: Z metodo PCR v zelo kratkem času (~2,5 ure) dobimo ogromno število kopij (milijon, 
bilijon) tarčnega fragmenta DNA. Povzeto po Rodríguez-Lázaro D in Hernández M. Curr Issues 




Za izvedbo metode PCR uporabljamo posebno vrsto termostabilne DNA-polimeraze, imenovano 
Taq-polimeraza. Ta je sposobna pri visoki temperaturi med seboj povezovati ustrezne 
deoksiribonukleotid trifosfate (dNTP), v zaporedja, ki ga določa matrica. Encim za svoje delovanje 
poleg matrične DNA, primernega pH in ionske jakosti, Mg2+ ionov ter posameznih dNTP-jev 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), potrebuje tudi dva začetna oligonukleotida, smernega in 
protismetnega, s katerima točno določimo (omejimo) tarčno zaporedje katero želimo pomnožiti.  
Reakcijo PCR izvajamo v 30 - 40 ciklih, pri določenem temperaturnem programu, kjer se 
ponavljajo trije koraki: denaturacija dvoverižne DNA molekule, prileganje z začetnimi 
oligonukleotidi in podaljševanje novonastajajoče verige DNA (Slika 7).  
 
 
Slika 7: Shematski prikaz posameznih temperaturnih korakov pri metodi verižne reakcije s 
polimerazo (PCR). 1. Denaturacija. 2. Prileganje. 3. Podaljševanje. Povzeto po Wikimedia 
commons: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Polymerase_chain_reaction.svg. 
 
Proces pomnoževanja DNA z metodo PCR začnemo z začetno denaturacijo matrične, dvoverižne 
DNA. Z začetno denaturacijo pri 95°C povzročimo razpad vodikovih vezi v dvojni vijačnici ter s 
tem dobimo enoverižno DNA, hkrati pa z visoko temperaturo tudi aktiviramo DNA-polimerazo, 




Začetni denaturaciji sledi prvi cikel pomnoževanja DNA, ki se vedno prične s korakom 
denaturacije (novonastalih) dvoverižnih DNA molekul pri temperaturi 95°C (Slika 7.1).  
 
V koraku prileganja z znižanjem temperature na ~37-55°C omogočimo povezavo med začetnimi 
oligonukleotidi in matrico. V tem koraku se smerni začetni oligonukleotid komplementarno veže 
na 3'-konec prve verige matrične DNA in se nanjo prilega pred začetkom tarčnega zaporedja oz. 
gena, ki ga želimo pomnožiti; medtem ko je protismerni začetni oligonukleotid komplementaren 
3'-koncu druge verige matrične DNA in se nanjo prilega pred koncem tarčnega zaporedja. Z 
začetnima oligonukleotidoma na ta način omejimo oz. določimo tarčno zaporedje DNA, ki ga 
želimo pomnožiti (Slika 7.2). 
 
V fazi podaljševanja oz. sinteze novonastajajoče verige pri 72°C se začetna oligonukleotida, ki 
omejujeta tarčno regijo DNA oz. gen, ki ga želimo pomnožiti, začneta podaljševati s pomočjo Taq-
polimeraze, ki matrici komplementarne nukleotide dodaja v smeri 5' proti 3'-koncu. V procesu 
podaljševanja se tako skupaj s sintezo novonastajajoče verige sintetizira tudi željeni tarčni 
fragment (Slika 7.3).  
 
Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (qPCR)  
V nasprotju s tradicionalno PCR metodo pri kateri uspešnost reakcije (prisotnost oz. odsotnost 
željenega PCR produkta) detektiramo po koncu reakcije z gelsko elektroforezo, je kvantitativna 
verižna reakcija s polimerazo (qPCR) različica osnovne PCR-metode, ki poleg pomnoževanja 
želenega nukleotidnega zaporedja omogoča tudi sprotno detekcijo in kvantifikacijo novonastalega 
produkta PCR. Pomnoženo količino DNA merimo sproti, v vsakem ciklu reakcije, preko merjenja 
intenzitete sproščene fluorescence, ki poteka v zaključnem koraku podaljševanja. V ta namen je v 
reakcijski mešanici dodan fluorofor, ki je lahko DNA-vezavno barvilo SYBR® Green 
(nespecifična detekcija) ali pa je fluorofor kovalentno vezan na alelno-specifično hidrolizno sondo 
(specifična detekcija).  
 
SYBR® Green I je nespecifično barvilo, ki se med procesom podaljševanja vrine (interkalira) med 
baze v malem žlebu dvoverižne DNA (dsDNA). Intenziteta fluorescence barvila vezanega na 




koraku podaljševanja, ko se barvilo interkalira v novonastalo dsDNA pa se intenziteta fluorescence 
barvila znatno poveča in emitira zeleno svetlobo (Slika 8). Intenziteta fluorescence raste 
sorazmerno s številom novonastalih dsDNA molekul. Sama metoda je nespecifična, saj je vezava 
barvila na dsDNA neodvisna od nukleotidnega zaporedja produkta PCR (59). Specifičnost metode 
moramo zato preveriti z analizo disociacijske krivulje in določitvijo tališča pomnoženega produkta 
PCR. V primeru specifičnega pomnoževanja željenega zaporedja bomo z analizo disociacijske 
krivulje določili samo eno tališče, in sicer tališče pomnoženega produkta (60).  
 
 
Slika 8: Intenziteta fluorescence barvila SYBR® Green I, ki se v koraku podaljševanja interkalira 
v dvoverižno DNA, se znatno poveča in emitira zeleno svetlobo. Intenziteta fluorescence barvila 
v raztopini (modre pike) je tisočkrat manjša od fluorescence barvila vezanega v dvoverižni DNA 
(zelene zvezdice). Povzeto po Fraga D et al. Curr Protoc Essent Lab Tech. 2008 (59). 
 
Hidrolizna sonda je oligonukleotid, ki je na obeh koncih označen s fluoroforom in je načrtovan 
tako, da se komplementarno veže na specifično zaporedje tarčne DNA. Hidrolizna sonda je na 5'- 
koncu označena s fluorescenčnim barvilom (FAM), katerega imenujemo poročevalec (angl. 
reporter dye), na njen 3'- konec pa je pripet dušilec (angl. quencher) (Slika 9). Pri specifični 
detekciji produktov PCR z metodo qPCR imamo tako poleg smernega in protismernega začetnega 
oligonukleotida v reakciji še sondo, ki se komplemetarno veže s tarčnim zaporedjem med oba 
začetna oligonukleotida. Za meritev signala izkoriščamo princip fluorescentnega resonančnega 
prenosa energije iz donorske (poročevalec) na akceptorsko molekulo (dušilec) (angl. fluorescent 
resonance energy transfer, FRET). V koraku prileganja, torej ob vezavi sonde na tarčno zaporedje, 
je poročevalec blizu dušilca, zato le-ta lahko absorbira poročevalski signal (60). V koraku 
podaljševanja oz. sinteze verige pa 5’-eksonukleazna aktivnost DNA-polimeraze povzroči odcep 
poročevalca in hidrolizo sonde, kar posledično poveča razdaljo med poročevalcem in dušilcem. 
Dušilec zaradi prevelike oddaljenosti ne absorbira fluorescence poročevalca, katera poraste 






Pomnoževanje preiskovanih eksonov genov c-KIT in PDGFRA z 
metodo qPCR in barvilom EXPRESS SYBR™ GreenER™ 
Za pomnožitev eksonov 9, 11, 13 in 17 gena c-KIT  ter eksonov 12, 14 in 18 gena PDGFRA, pri 
vseh 70 bolnikih vključenih v raziskavo, smo uporabili metodo qPCR in komplet reagentov 
Invitrogen™EXPRESS SYBR™ GreenER™ qPCR Supermix, universal (Invitrogen; Thermo 
Fisher Scientific, Inc.), ki je vključeval tudi DNA-polimerazo Platinum™ Taq. Začetni 
oligonukleotidi za izvedbo qPCR in sekvenčne PCR reakcije (sekvenčni PCR), so bili predhodno 
načrtovani in optimizirani na Oddelku za molekularno diagnostiko OIL s programom Primer3 web 
software (version 0.1g; http://biotools.nubic.northwestern.edu/Primer3.html) in so prikazani v 
Tabeli 1. Pomnoževanje preiskovanih eksonov smo izvedli z aparatom Applied Biosystems™ 
Slika 9: Shema delovanja hidrolizne sonde TaqMan® za specifično detekcijo produkta PCR z metodo 




7900HT Fast Real-Time PCR system (ABI 7900 HT; Applied Biosystems; Thermo Fisher 
Scientific, Inc.). Sestava reakcijske mešanice na mikrotitrski plošči in temperaturni program za 
izvedbo reakcije qPCR sta podana v Tabeli 2 in Tabeli 3.  
 
Tabela 1: Začetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoževanje eksonov z metodo qPCR in za 




zaporedje začetnih oligonukleotidov (5' → 3') 
c-KIT 
9 
e9 F TTCTTCCCTTTAGATGCT 
e9 R GATATGGTAGACAGAGCCTAA 
11 
e11 F CTCCAGAGTGCTCTAATG 
e11 R CACTGTTATGTGTACCCA 
13 
e13 F ACATCAGTTTGCCAGTTG 
e13 R GCAGTTTATAATCTAGCATTG 
17 
e17 F TCTCCTCCAACCTAATAG 




e12 R AAATTGTAAAGTTGTGTGC 
14 
e14 F CAGGAAGTTGGTAGCTCAGCT 
e14 R TGTGTCCAGTGAAAATCCTCA 
18 
e18 F CTGAGTCATTTCTTCCTTT 






Tabela 2: Sestava reakcijske mešanice qPCR za pomnoževanje preiskovanih eksonov v genih c-
KIT in PDGFRA. 
reagent volumen (µL) 




smerni začetni oligonukleotid 0,5 
protismerni začetni oligonukleotid 0,5 
DNA (c = 20 ng/µL) 2,5 
 
Tabela 3: Temperaturni program reakcije qPCR za pomnoževanje preiskovanih eksonov v genih 
c-KIT in PDGFRA. 
stopnja korak čas  temperatura  število ciklov 
stopnja 1 korak 1 2 min  50°C   
stopnja 2 korak 1 10 min 95°C   
stopnja 3 
korak 1 35 s 95°C 
20 korak 2 45 s 64°C 
korak 3 1 min 72°C 
stopnja 4 
korak 1 15 s 95°C 
30 korak 2 45 s 55°C 
korak 3 1 min 72°C 
stopnja 5 
korak 1  1 min 95°C 
  korak 2 15 s 60°C 
korak 3 15 s 95°C 






Čiščenje produktov qPCR 
Po končanem pomnoževanju smo dobljene produkte qPCR očistili z encimskim pripravkom 
ExoSAP-IT® (Affymetrix; Thermo Fisher Scientific, Inc.) in s tem razgradili prebitne začetne 
oligonukleotide in ne-vgrajene dNTP-je. Čiščenje produktov qPCR smo izvedli z aparatom ABI 
7900 HT, sestava reakcijske mešanice in temperaturni program čiščenja pa sta podana v Tabeli 4 
in Tabeli 5.  
 
 Tabela 4: Sestava reakcijske mešanice za čiščenje produktov qPCR. 
reagent volumen (µL) 
ExoSAP-IT® 3 
produkt qPCR 10 
 
Tabela 5: Temperaturni program čiščenja produktov qPCR. 
stopnja čas  temperatura  
stopnja 1 15 min  37°C 
stopnja 2 15 min 80°C 
 
Določevanje nukleotidnega zaporedja preiskovanih eksonov genov 
c-KIT in PDGFRA z metodo direktnega sekvenciranja po Sangerju  
Z direktnim sekvenciranjem po Sangerju določimo zaporedje nukleotidov v preiskovanem eksonu 
(fragmentu DNA). Metoda temelji na sekvenčni PCR reakciji, kjer so reakcijski mešanici dodani 
kemijsko modificirani in fluorescenčno označeni nukleotidi (dideoksinukleotidi, ddNTP-ji). Ker 
je struktura baz pri ddNTP enaka kot pri standardnih dNTP, se vgrajujejo v sintetizirano verigo, 
vendar se po vgradnji ddNTP zaradi odsotnosti 3'-hidroksilne skupine sinteza konča. Pri sekvenčni 
PCR reakciji pomnoženo DNA (očiščene produkte qPCR) uporabimo v verižni reakciji 
pomnoževanja, ki se naključno zaustavi z vključitvijo fluorescentno označenega ddNTP-ja. Po 
končani sekvenčni PCR reakciji tako dobimo mešanico različno dolgih fragmentov DNA, ki so 




preiskovanega eksona tako določimo preko detekcije fluoroforov in s pomočjo visoko-ločljivostne 
kapilarne elektroforeze, ki omogoča ločevanje označenih verig. 
 
Sekvenčna PCR reakcija 
Pri vsakem vzorcu (bolniku) smo morali za določitev nukleotidnega zaporedja vsakega 
preiskovanega eksona pripraviti po dve sekvenčni PCR reakciji, eno z reakcijsko mešanico s 
smernim in drugo s protismernim začetnim oligonukleotidom. Vsaka sekvenčna PCR reakcija je 
tako vsebovala reakcijsko mešanico sestavljeno iz:  
 specifičnega očiščenega produkta qPCR, 
 specifičnega smernega/protismernega začetnega oligonukleotida, 
 BDT mešanice (BigDye®Terminator v3.1, Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.), ki vsebuje dNTP-je, ddNTP-je in DNA-polimerazo AmpliTaq 
 sekvenčnega pufra (BigDye® sequencing buffer, Applied Biosystems; Thermo Fisher 
Scientific, Inc.) in  
 vode.  
 
Sekvenčno PCR reakcijo smo izvedli na aparatu Gene Amp® PCR system 9600 (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.), sestava reakcijske mešanice v mikrotitrski plošči in 
temperaturni program sekvenčne PCR reakcije pa sta podana v Tabeli 6 in Tabeli 7.  
 
Tabela 6: Sestava reakcijske mešanice za sekvenčno PCR reakcijo. 
reagent volumen (µL) 
BDT mešanica 1 
sekvenčni pufer 1 
smerni oz. protismerni začetni oligonukleotid 0,33 
voda 5,67 






Tabela 7: Temperaturni program sekvenčne PCR reakcije. 
stopnja korak čas temperatura število ciklov 
stopnja 1 korak1 1 min 96°C   
stopnja 2 
korak1 10 s 96°C   
30 
  
korak 2 5 s 50°C 
korak 3 4 min 60°C 
stopnja 3 korak 1  ∞ 4°C   
 
Čiščenje produktov sekvenčne PCR reakcije in denaturacija  
Po končani sekvenčni PCR reakciji smo produkte sekvenčne PCR reakcije očistili s postopkom 
etanolne precipitacije po ustaljenem protokolu: 
1. Pripravili smo mešanico 2,5 µL 125 mM EDTA (pH = 7,6) in 30 µL 96-% etanola za vsako 
sekvenčno reakcijo. Po 30 µL mešanice smo nato razpipetirali na ploščo s produkti 
sekvenčne PCR reakcije. 
2. Ploščo smo pokrili s posebnim pokrovčkom in kratko mešali z vibracijskim mešalnikom.  
3. Ploščo smo inkubirali 1 uro v temi na sobni temperaturi. 
4. Ploščo smo vstavili v centrifugo in pri +4°C centrifugirali 45 min na 4.000 vrtljajih/min. 
5. Takoj po končanem centrifugiranju smo odstranili pokrovček in ploščo obrnili na glavo, da 
je vsebina iz plošče stekla na papir. 
6. V centrifugo smo položili papir in vanjo vstavili na glavo obrnjeno ploščo ter centrifugirali 
1 minuto pri +4°C in 500 vrtljajih/min. 
7. Na ploščo smo dodali 70 µL 70-% etanola. 
8. Ploščo smo pokrili s pokrovčkom in jo kratko mešali z vibracijskim mešalnikom. 
9. Ploščo smo vstavili v centrifugo in centrifugirali 15 min pri 3.300 vrtljajih/min na +4°C. 
10. Takoj po končanem centrifugiranju smo odstranili pokrovček ter ploščo obrnili na glavo, 
da je vsebina iz plošče stekla na papir. 
11. V centrifugo smo položili papir in vanjo vstavili na glavo obrnjeno ploščo ter centrifugirali 




12. Ploščo z očiščenimi produkti sekvenčne PCR reakcije smo sušili 5 minut v PCR aparatu z 
odprtim pokrovom pri temperaturi 95°C.  
13. Po končanem sušenju smo ploščo do nadaljnje uporabe zaščitili pred direktno svetlobo 
(zavili v folijo) in jo shranili v zamrzovalniku pri -20°C. 
 
Denaturacija s formamidom 
Čiščenju sekvenčne reakcije z etanolno precipitacijo je sledila denaturacija DNA s formamidom 
po ustaljenem protokolu: 
1. Na ploščo s posušenimi in očiščenimi produkti sekvenčne PCR reakcije smo dodali 13 µL 
formamida in ploščo zaprli s pokrovčkom. 
2. Ploščo smo kratko premešali z vibracijskim mešalnikom in jo centrifugirali 2 min na 1.500 
vrtljajih/min ter jo nato postavili v aparat Gene Amp® PCR system 9600 (Applied 
Biosystems). 
3. Denaturacija očiščenih produktov sekvenčne PCR reakcije je potekala 2 min na 95°C.  
4. Po končani denaturaciji smo ploščo takoj prenesli na led za 10 min. 
14. Ohlajeno ploščo smo centrifugirali 2 min na 1.500 vrtljajih/min in jo do nadaljnje uporabe 
shranili v zamrzovalniku pri -20°C. 
 
Določanje nukleotidnega zaporedja  
Nukleotidno zaporedje preiskovanih eksonov v genih c-KIT in PDGFRA smo določili z aparatom 
ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) (sekvenator na 
osnovi kapilarne elektroforeze) in računalniškim programom SequencingAnalysis 5.4 (Applied 
Biosystems, http://sequencinganalysis.software.Informer.com/5.4/). 
 
Analiza nukleotidnih zaporedij (sekvenc) in določanje mutacij – 
PR/VPR  
Mutacije – PR/VPR v preiskovanih eksonih v genu c-KIT in genu PDGFRA smo določili s pomočjo 




http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Gene-Runner.shtml), ki primerja preiskovano 
nukleotidno zaporedje določenega gena oz. eksona z njegovim referenčnim zaporedjem.  
Protismerna nukleotidna zaporedja smo analizirali s programom ChromasLite 2.1.1 (Technelysium 
Pty Ltd, http://softadvice.informer.com/Chromas_Lite_Version_2.1.1.html), saj ta omogoča 
njihovo pretvorbo v obliko, ki je ustrezna za branje (analizo) s programom GeneRunner. 
Referenčna zaporedja genov c-KIT in PDGFRA smo pridobili iz podatkovne zbirke NCBI (angl. 
National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Za gen c-KIT smo 
uporabili referenčni zaporedji NG_007456.1 (referenčna sekvenca genomske DNA, NG) in 
NM_000222.2 (referenčna sekvenca transkripta, NM); za gen PDGFRA pa referenčni zaporedji 
NG_009250.1 in NM_006206.4. Podatki o dolžini in mestu nahajanja posameznega preiskovanega 
eksona v genomski DNA, informacijski RNA, kodirajoči DNA in proteinu so zbrani v Tabeli 8. 
Vse določene mutacije – PR/VPR so zapisane v sladu z nomenklaturo HGVS v19.01 (angl. Human 
Genome Variation Society; http://varnomen.hgvs.org/).  
 
Tabela 8: Podatki o dolžini (bazni par, bp) in mestu nahajanja posameznega preiskovanega eksona 
v genomski DNA (gDNA, g.), informacijski RNA (mRNA, m.), kodirajoči DNA (cDNA, c.) in 




gDNA mRNA cDNA protein 
c-KIT 
9 194 bp g.72863-73056 m.1434-1627 c.1347-1540 p.440-514 
11 127 bp g.74422-74548 m.1735-1861 c.1648-1774 p.550-592 
13 111 bp g.75017-75127 m.1967-2077 c.1880-1990 p.627-664 
17 123 bp g.80076-80198 m.2449-2571 c.2362-2484 p.788-828 
PDGFRA 
12 133 bp g.50745-50877 m.1985-2117 c.1654-1786 p.552-596 
14 110 bp g.53800-53910 m.2223-2333 c.1892-2002 p.631-668 





Alelno specifični qPCR za izvedbo testa Colorectal Cancer Mutation 
Detection Panel (EntroGen)  
Vzorce bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST smo testirali s kompletom reagentov 
Colorectal Cancer Mutation Detection Panel v1.3 (EntroGen, Inc. Woodland Hills, CA, USA), ki 
poleg začetnih oligonukleotidov vsebuje še fluorescentno označene alelno specifične sonde za 
znane in najbolj pogoste točkovne mutacije – PR/VPR (angl. hot spot mutations) v genih BRAF, 
KRAS, NRAS, PIK3CA in AKT1. Alelno specifični PCR tako omogoča specifično pomnoževanje 
mutiranega in normalnega alela ter posledično spremljanje prisotnosti (odsotnosti) znanih mutacij 
– PR/VPR v izbranem genu. V Tabeli 9 so naštete vse mutacije – PR/VPR, ki jih s testom lahko 
določimo. Alelno specifični qPCR test Colorectal Cancer Mutation Detection Panel smo izvedli 
po protokolu proizvajalca (EntroGen) z aparatom LightCycler® 480 Real-Time PCR System 
(Roche LifeScience; Roche Molecular Systems, Inc.). Dobljene podatke (rezultate) pa smo 
analizirali s programom LightCycler® 480 Software, Version 1.5 (Roche LifeScience; Roche 
Molecular Systems, Inc.).  
 
Tabela 9: Seznam mutacij – PR/VPR, ki jih lahko določimo z alelno specifičnim qPCR testom 
Colorectal Cancer Mutation Detection Panel v1.3 (EntroGen, Inc. Woodland Hills, CA, USA). 
Gen Ekson Nukleotidna sprememba (c.) Aminokislinska sprememba (p.) 
Referenčna številka v 
podatkovni bazi COSMIC 
KRAS 
2 
c.35G>C p.(Gly12Ala) 522 
c.35G>A p.(Gly12Asp) 521 
c.34G>C p.(Gly12Arg) 518 
c.34G>T p.(Gly12Cys) 516 
c.34G>A p.(Gly12Ser) 517 
c.35G>T p.(Gly12Val) 520 
c.38G>A p.(Gly13Asp) 532 
3 
c.175G>A p.(Ala59Thr) 546 
c.176C>A p.(Ala59Glu) 547 
c.176C>G p.(Ala59Gly) 28518 
c.183A>C p.(Gln61His) 554 
c.183A>T p.(Gln61His) 555 




KRAS 3 c.182A>G p.(Gln61Arg) 552 
KRAS 4 
c.351A>C p.(Lys117Asn) 19940 
c.351A>T p.(Lys117Asn) 28519 
c.350A>G p.(Lys117Arg) 4696722 
c.349A>G p.(Lys117Glu) / 
c.436G>A p.(Ala146Thr) 19404 
c.436G>C p.(Ala146Pro) 19905 
c.437C>T p.(Ala146Val) 19900 
NRAS 
2 
c.35G>A p.(Gly12Asp) 564 
c.34G>A p.(Gly12Ser) 563 
c.34G>T  p.(Gly12Cys) 562 
c.37G>C p.(Gly13Arg) 569 
c.38G>T p.(Gly13Val) 574 
3 
c.175G>A p.(Ala59Thr) 578 
c.176C>A p.(Ala59Asp)  253327 
c.181C>A p.(Gln61Lys) 580 
c.182A>T p.(Gln61Leu) 583 
c.182A>G p.(Gln61Arg) 584 
c.183A>C p.(Gln61His) 586 
c.183A>T p.(Gln61His) 585 
4 
c.350A>G p.(Lys117Arg)  / 
c.436G>A p.(Ala146Thr) 27174 
BRAF 15 
c.1799T>A p.(Val600Glu) 476 
c.1799_1800delinsAA p.(Val600Glu) / 
c.1799_1800delinsAT p.(Val600Asp) 477 
c.1798_1799delinsAA p.(Val600Lys) 473 
PIK3CA 
9 
c.1624G>A  p.(Glu542Lys) 760 
c.1633G>A  p.(Glu545Lys) 763 
c.1633G>C  p.(Glu545Gln), 27133 
20 
c.3140A>G  p.(His1047Arg) 775 
c.3140A>T  p.(His1047Leu) 776 




Imunohistokemično določanje izražanja SDH kompleksa pri 
bolnikih s KIT/PDGFRA/BRAF/KRAS/NRAS/PIK3CA/AKT1 divjim 
tipom GIST 
Izražanje SDH kompleksa smo določili preko izražanja podenote SDHB in sicer,                                     
vsem osmim bolnikom, katerim smo z molekularno analizo dokazali 
KIT/PDGFRA/BRAF/KRAS/NRAS/PIK3CA/AKT1 divji tip GIST.  
Imunohistokemično barvanje (imunohistokemija) je laboratorijska  tehnika,  s katero preko 
specifične vezave protitelesa na antigen dokažemo prisotnost, izražanje in lokalizacijo določenega 
antigena v celicah določenega tkiva (61). Imunohistokemično barvanje s fluorescenčno označenim 
protitelesom (označevalec SDHB) za podenoto SDHB (antigen) in interpretacijo rezultatov so v 
celoti izvedli na Oddelku za patologijo OIL. 
 
Iskanje literature o dokazanih mutacijah – PR/VPR 
Iskanje literature in referenc vseh dokazanih mutacij – PR/VPR smo izvedli s programom 
AlamutVisual v2.11 software (SOPHiA GENETICS). 
 
Spletna bioinformacijska orodja  
Za opredelitev in klasifikacijo dokazanih novih mutacij – VPR smo uporabili in silico 
bioinformacijska orodja Align GVGD: (http://agvgd.hci.utah.edu/),  
MutationTaster2: (http://www.mutationtaster.org) in Cancer Genome Interpreter: 
(https://www.cancergenomeinterpreter.org/analysis).  
Za določitev patogenosti novih mutacij – VPR pa smo uporabili spletno bioinformacijsko orodje 
Genetic Variant Interpretation Tool: 
(http://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tool1.html/),  
s pomočjo katerega smo vsem novim mutacijam – VPR določili patogenost v skladu s smernicami 






4.3.2 ANALIZA PREŽIVETJA BREZ NAPREDOVANJA BOLEZNI OB 
TERAPIJI Z IMATINIBOM IN CELOKUPNEGA PREŽIVETJA 
BOLNIKOV Z GIST 
Preživetje brez napredovanja bolezni (angl. progression free survival, PFS) in celokupno 
preživetje (angl. overall survival, OS) smo ovrednotili z metodo po Kaplan-Meier-ju. Za dogodek 
pri PFS smo šteli datum napredovanja bolezni potrjen s CT preiskavo trebuha s kontrastom ali 
datum smrti, pri OS pa datum smrti zaradi kateregakoli razloga.  
 
Z log-rank testom smo vrednotili prognostični pomen naslednjih dejavnikov naših bolnikov z 
GIST: starost (<65, ≥65let), spol, stanje zmogljivosti (<2, ≥2), premer tumorja (<10, ≥10cm), 
število levkocitov (normalni, povišani), mesto mutacije – PR/VPR (ekson 9 gena c-KIT, ekson 
11 gena c-KIT in KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divji tip), vrsta mutacije – 
PR/VPR (delecija, insercija/duplikacija ali insercija/delecija, točkovna mutacija – PR/VPR).  
 
Statistična analiza je bila izvedena na Inštitutu za biostatistiko in medicinsko informatiko, 








V našo raziskavo smo vključili 70 bolnikov, ki so bili v 10-letnem obdobju (od januarja 2002 do 
decembra 2011) zdravljeni na OIL zaradi razsejanega GIST. Njihove klinično-patološke 
značilnosti so prikazane v Tabeli 10.  
 
Tabela 10: Klinično-patološke značilnosti 70 bolnikov z razsejanimi GIST. 
Klinično-patološke 
značilnosti 




 Spol  Mitotski indeks, /50 HPF 
  moški 32 (45,7)    ≤5 22 (31,4) 
  ženski 38 (54,3)    5,1-10  11 (15,7) 
Starost    >10,1  37 (52,9) 
  mediana, leta   65  Velikost primarnega tumorja, cm 
  ≥65 let 35 (50,0)    <10 28 (40,0) 
 <60 let 35 (50,0)    ≥10  42 (60,0) 
Lokacija primarnega tumorja  Morfologija 
  požiralnik 2 (2,9)    vretenaste celice 47 (67,1) 
  želodec 33 (47,1)    epiteloidne celice 8 (11,5) 
  tanko črevo 25 (35,7)    mešan tip celic 15 (21,4) 
  danka 6 (8,6)  Levkociti 
  ekstraluminalni tumor 4 (5,7)    <10,0 G/l 57 (81,4) 
Stanje zmogljivosti 
 
  ≥10,0 G/l 13 (18,6) 
  0,1 64 (91,4) 
   
  ≥2 6 (8,6) 






5.2 Molekularna analiza 
Od skupno 70 bolnikov smo mutacijo – PR/VPR v genu c-KIT in PDGFRA dokazali pri 62 bolnikih 
(88,6%), kjer smo določili 49 različnih mutacij – PR/VPR (Tabela 11).   
 
Tabela 11: Pregled vseh dokazanih mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA pri 62 bolnikih 















































































































11 c.1653_1660delinsAA p.(Met552_Glu554delinsLys) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 
































9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 













11 c.1676_1720del p.(Val559_Thr574delinsAla) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 






9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 

































































































9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 




























9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 





























CIViC Score: / 
PMID: 































9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 









































11 c.1722_1766dup p.(Gln575_Leu589dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 


















11 c.1652_1660del p.(Pro551_Glu554delinsGln) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 






















CIViC Score: 9 
PMID: 




































































11 c.1721_1765dup p.(Arg588_Leu589ins15) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 








































11 c.1676_1714del p.(Val559_Ile571del) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 


































































9 c.1504_1509dup p.(Ala502_Tyr503dup) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 































































































































11 c.1668_1686del p.(Trp557*) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 






11 c.1652_1672del p.(Pro551_Lys558delinsGln) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 












CIViC Score: / 
PMID: 












































11 c.1652_1672del p.(Pro551_Lys558delinsGln) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 

























11 c.1665_1673del p.(Gln556_Lys558del) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 





















































11 c.1715_1756dup p.(Pro585_Arg586ins14) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 










































































CIViC Score: / 
BRAGGI


























































11 c.1665_1672delinsCC p.(Trp557_Lys558del) P / 
COSMIC: / 
ClinVar: / 
CIViC Score: / / 
 
Pri 8 bolnikih (11,4%) mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA nismo dokazali 
(KIT/PDGFRA divji tip GIST), prav tako pri teh bolnikih nismo dokazali mutacij – PR/VPR v 





Tabela 12: Rezultati mutacijskega statusa genov c-KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA 
in AKT1. 
 






divjim tipom GIST 
(n=8) 
Mutirani gen c-KIT c-KIT c-KIT c-KIT PDGFRA PDGFRA   
  Mutirani ekson ekson 9 ekson 11 ekson 13 ekson 17 ekson 14 ekson 18 
Število GIST 6 52 5a 3b 1c 1 8 
aDva GIST s primarno mutacijo – PR/VPR in trije s sekundarno mutacijo – PR/VPR. bTrije GIST s sekundarno mutacijo 
– PR/VPR. cEn GIST z dvema primarnima mutacijama – PR/VPR. 
 
Gen c-KIT 
Gen c-KIT je bil mutiran pri 60 bolnikih (85,7%). Od tega je 6 bolnikov imelo primarno in 
sekundarno mutacijo – PR/VPR (Tabela 11 in Tabela 12). Večina mutacij – PR/VPR je bila 
dokazanih v eksonu 11 (n=52; 86,7%). Poleg eksona 11 smo mutacijo – PR/VPR v genu c-KIT 
določili tudi v eksonu 9 (n=6; 10,0%), kjer smo v vseh šestih primerih dokazali duplikacijo šestih 
nukleotidov p.(Ala502_Tyr503dup). Eksona 13 (n=5; 8,3%) in 17 (n=3; 5,0%) sta bila mutirana 
večinoma v sklopu sekundarnih mutacij – PR/VPR (n=6; 10%), torej pri bolnikih, ki so imeli eno 
mutacijo – PR/VPR že prisotno v eksonu 11 oz. eksonu 13  (Tabela 11 in Tabela 12).  
 
Nove mutacije – VPR 
Med 40 različnimi mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT smo dokazali tudi 8 novih 
mutacij – PR/VPR, katere še niso bile opisane v literaturi ali podatkovnih bazah (COSMIC, 
ClinVar, CIViC). Vseh 8 dokazanih novih mutacij – PR/VPR smo opredelili kot verjetno patogene 
različice (»mutacije – VPR«) ter jih posredovali v podatkovno zbirko ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Vse dokazane nove mutacije – VPR so zbrane v Tabeli 




11. Klasifikacijo in patogenost novih mutacij – VPR smo določili s pomočjo spletnih 
bioinformacijskih orodij in ACM/AMP kriterijev (Tabela 14).  
 
Tabela 13: Nove mutacije – VPR v genu c-KIT pri bolnikih z GIST, njihova trenutna klasifikacija 






mutacij – VPR 
v zbirki 
ClinVar 













































Tabela 14: Klasifikacija in patogenost novih mutacij – PR/VPR. 
Mesto spremembe 
In silico predikcijska orodja za 
klasifikacijo novih mutacij – PR/VPR  
Določanje patogenosti  novih 





mutacij – PR/VPR s 
spletnim orodjem  
»Cancer Genome 
Interpreter« 
Nukleotidna sprememba (c.) 
Aminokislinska sprememba (p.) 





(GV: 0.00 - GD: 
75.14)  






različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 





(GV: 0.00 - GD: 
94.49) 






različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 








različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 











različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 





(GV: 0.00 - GD: 
64.43) 






različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 









različica, razred 4 
spremljevalna 











različica, razred 4 
spremljevalna 














različica, razred 4 
gonilna mutacija – 
PR/VPR 
(angl. predicted 





Opisi novih mutacij – VPR v eksonu 11 gena c-KIT 
 
c.1652_1672del p.(Pro551_Lys558delinsGln)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči delecijo 21 nukleotidov od mesta c.1652 do 
c.1672 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova delecija/insercija v 
povezovalni domeni receptorja KIT povzroči izbris osmih aminokislin (551Pro, 552Met, 553Tyr, 
554Glu, 555Val, 556Gln, 557Trp in 558Lys) in vrivek aminokisline glutamin (Gln) (Slika 10 A). 
 
c.1653_1660delinsAA p.(Met552_Glu554delinsLys)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči delecijo 8 nukleotidov (od mesta c.1653 do 
c.1660) in insercijo dveh nukleotidov (adenin, A) v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju 
omenjena nova delecija/insercija v povezovalni domeni receptorja KIT povzroči izbris treh 
aminokislin (552Met, 553Tyr in 554Glu) in vrivek aminokisline lizin (Lys) (Slika 10 B). 
 
c.1665_1672delinsCC p.(Trp557_Lys558del)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči delecijo 8 nukleotidov (od mesta c.1665 do 
c.1672) in insercijo dveh nukleotidov (citozin, C) v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju 
omenjena nova delecija v povezovalni domeni receptorja KIT povzroči izbris dveh aminokislin - 
triptofana (Trp) na kodonu 557 in lizina (Lys) na kodonu 558 (Slika 10 C). 
 
c.1668_1686del p.(Trp557*)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči delecijo 19 nukleotidov od mesta c.1668 do 
c.1686 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova stop-kodonska delecija v 
povezovalni domeni receptorja KIT povzroči prezgodnji nastanek stop kodona in konec 
transkripcije proteina na mestu 557 ter posledično krajši in funkcijsko neaktiven protein (Slika 10 
D). 
 
c.1676_1720del p.(Val559_Thr574delinsAla)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči delecijo 45 nukleotidov od mesta c.1676 do 
c.1720 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova delecija/insercija v 




562Glu, 563Ile, 564Asn, 565Gly, 566Asn, 567Asn, 568Tyr, 569Val, 570Tyr, 571Ile, 572Asp, 
573Pro in 574Thr) in vrivek aminokisline alanin (Ala) (Slika 10 E). 
 
c.1715_1756dup p.(Pro585_Arg586ins14)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči duplikacijo 42 nukleotidov od mesta c.1715 
do c.1756 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova insercija v povezovalni 
domeni receptorja KIT povzroči vrivek 14 aminokislin na mestu 586 (Asn, Pro, Thr, Gln, Leu, Pro, 
Tyr, Asp, His, Lys, Trp, Glu, Phe in Pro) (Slika 11 A). 
 
c.1721_1765dup p.(Arg588_Leu589ins15)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči duplikacijo 45 nukleotidov od mesta c.1721 
do c.1765 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova insercija v povezovalni 
domeni receptorja KIT povzroči vrivek 15 aminokislin na mestu 589 (Pro, Gln, Leu, Pro, Tyr, Asp, 
His, Lys, Trp, Glu, Phe, Pro, Arg, Asn in Arg) (Slika 11 B). 
 
c.1722_1766dup p.(Gln575_Leu589dup)  
Mutacija – VPR v nukleotidnem zaporedju povzroči duplikacijo 45 nukleotidov od mesta c.1722 
do c.1766 v eksonu 11 gena c-KIT. Na proteinskem nivoju omenjena nova duplikacija v 
povezovalni domeni receptorja KIT povzroči podvojitev 15 aminokislin (Gln, Leu, Pro, Tyr, Asp, 
His, Lys, Trp, Glu, Phe, Pro, Arg, Asn, Arg in Leu) od Gln575 do Leu589, ki se vrinejo od kodona 






Slika 10: Elektroferogrami novih delecij in delecij/insercij. Črne puščice označujejo začetek 
delecije oz. delecije/insercije (angl. wild-type allele, nemutiran alel; angl. mutated allele, mutiran 
alel). A) delecija/insercija c.1652_1672del p.(Pro551_Lys558delinsGln). B) delecija/insercija 
c.1653_1660delinsAA p.(Met552_Glu554delinsLys). C) delecija/insercija c.1665_1672delinsCC 







Slika 11: Elektroferogrami novih duplikacij/insercij. Črne puščice označujejo prvi duplicirani 
nukleotid, rdeče puščice pa zadnjega (angl. wild-type allele, nemutiran alel; angl. mutated allele, 
mutiran alel). A) duplikacija c.1715_1756dup p.(Pro585_Arg586ins14).                                                               








Mutacije - PR/VPR v genu PDGFRA smo dokazali pri 2 bolnikih (2,9%) (Tabela 12). Pri enem 
bolniku smo dokazali v literaturi najpogosteje poročano mutacijo – PR/VPR v eksonu 18, 
p.(Asp842Val). Pri drugem bolniku pa smo odkrili dve različni mutaciji – PR/VPR, obe v eksonu 




Slika 12: Elektroferogram bolnika z GIST z dvema primarnima mutacijama – PR/VPR v 
eksonu 14 gena PDGFRA (angl. wild-type allele, nemutiran alel; angl. mutated allele, mutiran 
alel). (A) Elektroferogram smernega oligonukleotidnega začetnika za ekson 14 gena PDGFRA. 
(B) Elektroferogram protismernega oligonukleotidnega začetnika za ekson 14 gena PDGFRA. 
Črne puščice označujejo mesto nukleotidne spremembe c.1936A>G. Rdeče puščice označujejo 






KIT/PDGFRA divji tip GIST 
Vseh osem bolnikov brez mutacij – PR/VPR v genu c-KIT in PDGFRA smo testirali tudi za 
prisotnost najbolj pogostih (»hot spot«) mutacij – PR/VPR v genih KRAS (kodoni 
12/13/59/61/117/146), NRAS (kodoni 12/13/59/61/117/146), BRAF (kodon 600), PIK3CA (kodoni 
542/545/1047) in AKT1 (kodon 17), vendar mutacij – PR/VPR v omenjenih kodonih nismo 
dokazali pri nobenem od osmih bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST (Tabela 12).  
 
Odsotnost izražanja SDH kompleksa (angl. SDH-deficient GIST) pa smo določili pri dveh od 
osmih bolnikov s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST. 
 
5.3 Preživetje brez napredovanja bolezni ob terapiji z imatinibom 
in celokupno preživetje bolnikov z GIST 
 
Slika 13: Preživetje brez napredovanja bolezni in celokupno preživetje bolnikov z GIST (n=70). 
Mediana časa OS vseh naših bolnikov z GIST je znašala 6,91 let (95-% IZ: 5,68–10,12), mediana 




(minimalno 8 let, maksimalno 17 let). Trideset odstotkov bolnikov (21/70) z razsejanim GIST je 8 
let ali več (najdlje 15,5 let) od uvedbe zdravljenja še vedno na imatinibu in so brez napredovanja 
bolezni. Sicer je še vedno živih 28/70 (40%) bolnikov, najdlje 17 let. V času zdravljenja je bilo 
operiranih 15 bolnikov, 12 po uvedbi neoadjuvantnega zdravljenja z imatinibom (7 bolnikov zaradi 
fokalnega progresa, 5 bolnikov zaradi odstranitve rezidualnih tumorskih mas po odgovoru na 
imatinib, vsi so z imatinibom po operaciji nadaljevali), pri 3 je bila operacija paliativna. Zdravljenje 
drugega reda s sunitinibom (na voljo od leta 2007) je prejelo 23/42 bolnikov ob progresu na 
imatinib in zdravljenje tretjega reda z regorafenibom (na voljo od leta 2018) pri 2/23 bolnikov ob 
progresu na sunitinib.  
 
Vpliv mesta mutacij – PR/VPR na izhod zdravljenja bolnikov z GIST 
Pri določanju vpliva mesta mutacij – PR/VPR na izhod zdravljenja smo ugotovili, da ima mesto 
mutacije – PR/VPR klinično in statistično pomemben vpliv na preživetje brez napredovanja 
bolezni ob terapiji z imatinibom (PFS) in celokupno preživetje (OS) naših bolnikov z GIST.  
Mediana časa OS pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT znaša 7,0 let, 
mediana časa PFS pa 6,0 let. Pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT ali s 
KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST pa je mediana časa OS 
znatno krajša in znaša 1,6 let, medtem-ko njihova mediana časa PFS znaša 1,0 leto. Razlike so 






Slika 14: Celokupno preživetje - OS (A) in preživetje brez napredovanja bolezni – PFS (B) 
bolnikov z GIST glede na mesto mutacije – PR/VPR (95% IZ - 95% interval zaupanja, NA - 95% 
IZ ni dosežen). 
 
Ko smo bolnike z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT in bolnike s 
KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST razdelili v dve ločeni 
skupini in njihovo preživetje primerjali z bolniki z mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT 
smo ugotovili, da je mediana časa OS pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-
KIT 4,6 let daljša kot pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT in kar 5,8 let 
daljša kot pri bolnikih s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST. 
Ravno tako je pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT daljša tudi mediana 
časa PFS, in sicer je ta  4,38 let daljša kot pri bolnikih z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-
KIT in 4,51 let daljša kot pri bolnikih s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 
divjim tipom GIST (Slika 15).  
Zaradi majhnega števila bolnikov v skupini bolnikov z mutacijami – PR/VPR v eksonu 9 gena c-
KIT (6 bolnikov) in v skupini bolnikov s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 
divjim tipom GIST (8 bolnikov) pa statistično pomembne razlike v preživetju med temi tremi 






Slika 15: Celokupno preživetje - OS (A) in preživetje brez napredovanja bolezni – PFS (B) 
bolnikov z GIST glede na mesto mutacije – PR/VPR (95% IZ - 95% interval zaupanja, NA - 95% 
IZ ni dosežen). 
 
Vpliv vrste mutacij – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT na izhod 
zdravljenja bolnikov z GIST 
Pri določanju vpliva vrste mutacij – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT na izhod zdravljenja nismo 
ugotovili statistično pomembnih razlik v OS (p=0,204) in PFS (p=0,255) med našimi bolniki z 
različnimi vrstami mutacij – PR/VPR (delecija, insercija ali duplikacija ali insercija/delecija, 
točkovna mutacija – PR/VPR) v eksonu 11 gena c-KIT (Slika 16). Vrsta mutacije – PR/VPR tudi 
ni povezana s klinično pomembno razliko v mediani časa preživetja brez napredovanja bolezni, 
medtem-ko je mediana časa celokupnega preživetja pri naših bolnikih z delecijo v eksonu 11 gena 






Slika 16: Celokupno preživetje - OS (A) in preživetje brez napredovanja bolezni – PFS (B) 
bolnikov z GIST glede na vrsto mutacij – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT (95% IZ - 95% interval 
zaupanja, NA - 95% IZ ni dosežen). 
 
 Primerjali smo tudi OS in PFS bolnikov z novo ugotovljenimi mutacijami – VPR in bolnikov z že 
znanimi mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT (Slika 17). Statistično in klinično 




Slika 17: Celokupno preživetje - OS (A) in preživetje brez napredovanja bolezni – PFS (B) 
bolnikov z GIST glede na novo ugotovljeno in že znano mutacijo – VPR v eksonu 11 gena c-KIT 
(95% IZ - 95% interval zaupanja, NA - 95% IZ ni dosežen). 
 
Statistično pomembnih razlik v PFS in OS med preučevanimi skupinami naših bolnikov 




spol, stanje zmogljivosti: <2, ≥2; premer tumorja: <10, ≥10cm; število levkocitov: normalni, 
povišani). 
 
Izhod zdravljenja pri bolnikih s 
KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST 
Bolnika brez izražanja funkcionalnega SDH kompleksa na zdravljenje z imatinibom nista 
odgovorila.  
 
Od 6 bolnikov z izražanjem funkcionalnega SDH kompleksa pa na zdravljenje nista odgovorila 2 
bolnika. Ostali 4 bolniki z izražanjem funkcionalnega SDH kompleksa so na zdravljenje 










Sedemdesetim bolnikom z razsejanimi GIST, ki so pričeli z zdravljenjem na OIL od januarja 2002 
do decembra 2011, smo z molekularno analizo njihovega primarnega tumorja določili spekter in 
frekvenco mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA. Poznavanje mutacijskega statusa genov 
c-KIT in PDGFRA ima namreč pomembno prognostično in prediktivno vrednost ter predstavlja 
temeljni podatek pri načrtovanju njihovega zdravljenja (24,49). 
 
Od skupno 70 bolnikov je mutacijo – PR/VPR v genu KIT ali PDGFRA imelo 62 bolnikov, kar 
znaša 88,6%. Frekvenca mutacij v genu c-KIT ali PDGFRA iz naše raziskave (88,6%) je tako 
primerljiva s frekvencami ostalih evropskih držav, kot so Italija (80%) (62), Nemčija (86,1 %) 
(63), Poljska (85,1 %) (64) in Francija (84,9 %) (65).  
 
Mutacijo – PR/VPR v genu c-KIT smo dokazali pri 60 bolnikih (85,7%), gen PDGFRA pa je bil 
mutiran pri dveh bolnikih (2,9%). Podobne rezultate navajajo tudi večje evropske (c-KIT: 86,2%; 
PDGFRA: 1,6%) in ameriške (c-KIT: 84,6%; PDGFRA: 2,7%) klinične raziskave, ki vključujejo 
bolnike z razsejanimi GIST (66,67).  
 
Frekvenca mutacij – PR/VPR v naši raziskavi je bila pričakovano najvišja v eksonu 11 gena c-KIT 
(povezovalna regija receptorja KIT), kjer smo mutacijo – PR/VPR dokazali v 52 primerih (86,7%). 
Da je frekvenca mutacij – PR/VPR najvišja v eksonu 11 navajajo tudi v drugih raziskavah: Joensu 
s sod. (57%), Origone s sod. (66,1%) in Andersson s sod. (87,3%) (8,62,68).  
 
Največ mutacij – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT smo dokazali med kodonoma 550 in 580, kar 
se ujema z opisi iz literature (7,13,69–72). Kot najpogostejša vrsta mutacije – PR/VPR znotraj 
bralnega okvira eksona 11, se je v naši raziskavi pojavljala delecija enega ali več kodonov. Delecije 
so tudi po literaturi najpogosteje opisana vrsta mutacij – PR/VPR in predstavljajo kar 60-70 % 
vseh sprememb v eksonu 11 (11,68,73). Največ delecij in delecij/insercij smo v naši raziskavi 
dokazali med kodoni 556 in 561, le-te pa so skupaj predstavljale 38,5 % vseh mutacij – PR/VPR 




opisujejo tudi druge raziskave (12,65,74). Za razliko od delecij oz. delecij/insercij, je bilo število 
točkovnih mutacij – PR/VPR med kodoni 556 in 561 precej manjše, kar je tudi skladno s prej 
objavljenimi podatki v literaturi (65,75). Točkovne mutacije – PR/VPR v eksonu 11 smo dokazali 
v 15,4%, vse pa so se pojavile na že znanih mestih - na kodonih 557, 559 in 560 [(p.(Trp557Arg), 
p.(Val559Asp) in p.(Val560Asp)] (10,12,26). 
 
Mutacije – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT smo dokazali pri 6 bolnikih (10%), kjer smo pri vseh 
bolnikih dokazali duplikacijo p.(Ala502_Tyr503dup). Omenjena duplikacija je po poročanju 
literature pogostejša pri bolnikih z razsejano obliko GIST kot pri bolnikih z lokalno omejeno 
boleznijo (65,75).  
 
V eksonu 13 gena c-KIT smo določili 2 točkovni mutaciji – PR/VPR, 1924A>G p.(Lys642Glu) in 
c.1961T>C p.(Val654Ala). Substitucija p.(Lys642Glu) je v literaturi redko opisana, njena 
sprememba aminokisline lizin v glutaminsko kislino na kodonu 642 pa naj bi povzročila aktivacijo 
receptorja KIT preko posledične strukturne spremembe v povezovalni domeni, katera izgubi svojo 
sposobnost avtoinhibicije receptorja v odsotnosti liganda (76).  
  
Mutacije – PR/VPR v genu PDGFRA smo dokazali v dveh primerih (2,9 %). V prvem primeru 
smo v eksonu 18 dokazali točkovno mutacijo – PR/VPR c.2525A>T p.(Asp842Val). To je po 
literaturi najpogosteje dokazana mutacija – PR/VPR v eksonu 18, saj predstavlja kar 60-65% vseh 
mutacij – PR/VPR v genu PDGFR in je rezistentna na imatinib (12,77). V drugem primeru pa smo 
pri enem bolniku v eksonu 14 dokazali dve primarni točkovni mutaciji – PR/VPR, c.1936A>G 
p.(Lys646Glu) in c.1975A>C p.(Asn659His). V literaturi so primeri dvojnih primarnih mutaciji – 
PR/VPR, še posebno v genu PDGFRA, opisani izjemno redko, zato je primer bolnika iz naše 
raziskave zelo pomemben iz molekularnega in kliničnega vidika (78,79). 
 
S podrobno molekularno analizo smo pokazali, da je spekter mutacij – PR/VPR v GIST zelo 
heterogen (skupno smo dokazali kar 49 različnih mutacij – PR/VPR ) in da je metoda direktnega 




mutacij – PR/VPR pri bolnikih z GIST (18,21,80,81). Hkratno direktno sekvenciranje vseh 
kodirajočih regij (eksonov) v genih c-KIT in PDGFRA se je pokazalo kot pomembno, saj je na ta 
način zagotovljeno odkrivanje vseh primarnih in sekundarnih mutacij – PR/VPR. V primerjavi s 
sicer hitrejšimi testi za detekcijo samo določenih, v literaturi najpogosteje opisanih (»hot spot«) 
mutacij – PR/VPR v GIST, ki temeljijo na kvantitativnem PCR, lahko z direktnim sekvenciranjem 
po Sangerju odkrijemo tudi dvojne primarne mutacije – PR/VPR in pa morebitne nove, v literaturi 
še ne opisane mutacije – PR/VPR (80).  
 
Največ različnih mutacij – PR/VPR (n=40) smo dokazali v eksonu 11 gena c-KIT, kjer smo odkrili 
tudi 8 novih mutacij – VPR, ki do sedaj še niso bile opisane v literaturi. Karakterizacijo in 
klasifikacijo novo odkritih mutacij – VPR smo izvedli s pomočjo spletnih bioinformacijskih orodij, 
ki preko in silico analize skušajo predvideti kakšno vlogo ima novo odkrita mutacija – PR/VPR 
pri patogenezi določene bolezni oz. opredelijo ali je nova mutacija – PR/VPR gonilna za določeno 
vrsto bolezni. Spletno orodje Cancer Genome Interpreter preko bioinformacijskega algoritma 
OncodriveMUT klasificira novo odkrite mutacije – PR/VPR v štiri skupine: a) gonilna mutacija, 
raven 1 (angl. predicted driver tier 1); b) gonilna mutacija, raven 2 (angl. predicted driver tier 2); 
c) spremljevalna mutacija (angl. predicted passenger) in d) polimorfizem. 
 
Patogenost novih mutacij – VPR smo določili v skladu z navodili ACMG/AMP (angl. The 
American College of Medical Genetics and Genomics/ Association for Molecular Pathology) in 
njihovimi smernicami za interpretacijo sprememb v genomskem zaporedju, kjer so različice 
razvrščene glede na njihovo stopnjo patogenosti v 5 razredov: 1) benigne različice (angl. benign 
variants), 2) verjetno benigne različice (angl. likely benign variants), 3) različice nejasnega pomena 
(angl. variants of uncertain significance), 4) verjetno patogene različice (angl. likely pathogenic 
variants) in 5) patogene različice (angl. pathogenic variants). 
Patogenost dokazanih novih mutacij – VPR smo določili z uporabo ACMG/AMP kriterijev za 
klasifikacijo patogenih/verjetno patogenih različic (PM1, PM2, PM4 in PP3), ki se med sabo 
razlikujejo glede na stopnjo pomembnosti (angl. very strong, strong, moderate in supporting) in 




Variant Interpretation Tool (82). Razred patogenosti preučevanih novih različic smo tako določili 
na osnovi rezultatov analize omenjenega spletnega orodja .  
Vseh 8 dokazanih novih mutacij – VPR smo odkrili v eksonu 11 gena c-KIT, ki kodira povezovalno 
domeno receptorja KIT. Povezovalna domena je odgovorna za avtoinhibicijo receptorja v 
odsotnosti liganda oz. njena naloga je, da vzdržuje neaktivno konformacijo receptorja KIT 
(4,13,31). Aktivacijske mutacije – PR/VPR v eksonu 11 porušijo strukturo povezovalne domene 
in povzročijo konformacijsko spremembo receptorja KIT, ki postane aktiven brez predhodne 
vezave liganda (12). Ker ACMG/AMP kriterij PM1 (angl. pathogenic moderate 1, PM1) vključuje 
patogene različice, ki se pojavijo v pomembni in pogosto mutirani funkcijski domeni določenega 
proteina, smo ta kriterij lahko uporabili pri določanju patogenosti vseh naših novih mutacij – VPR, 
saj so se vse pojavile v pomembni in pogosto mutirani funkcijski domeni receptorja KIT.  
Ker gre v vseh naših primerih tudi za novo odkrite mutacije – VPR (niso opisane v literaturi ali 
genomskih podatkovnih bazah GnomAD in ExAC), smo pri vseh uporabili tudi ACMG/AMP 
kriterij PM2 (angl. pathogenic moderate 2, PM2), ki se uporablja za vse še ne opisane patogene 
različice v genomskih podatkovnih bazah.  
ACMG/AMP kriterij PM4 (angl. pathogenic moderate 4, PM4) vključuje vse patogene različice 
(delecije/insercije/duplikacije), pri katerih je zaradi delecije ali insercije nukleotidov spremenjena 
dolžina proteina. Ker vse naše novo odkrite mutacije – VPR (delecije, insercije, duplikacije) 
povzročijo spremembo v dolžini receptorja KIT, smo pri vseh uporabili tudi ACMG/AMP kriterij 
PM4.  
Pet novih delecij oz. delecij/insercij [c.1652_1672del p.(Pro551_Lys558delinsGln), 
c.1653_1660delinsAA p.(Met552_Glu554delinsLys), c.1665_1672delinsCC 
p.(Trp557_Lys558del), c.1668_1686del p.(Trp557*), in c.1676_1720del 
p.(Val559_Thr574delinsAla)] smo odkrili v najpogosteje mutirani regiji eksona 11, med kodoni 
550 in 580. Na podlagi podatkov iz literature ter in silico analiz sta bioinformacijski orodji Cancer 
Genome Interpreter in MutationTaster2 štiri od teh petih mutacij – VPR opredelila kot gonilne 
mutacije – PR/VPR z visoko stopnjo patogenosti, zato smo pri njih uporabili tudi ACMG/AMP 
kriterij PP3 (angl. pathogenic supporting 3, PP3), ki vključuje patogene različice, za katere različne 





Večina mutacij – PR/VPR, ki se pojavijo v povezovalni domeni receptorja KIT povzroči njegovo 
aktivacijo brez vezave liganda, zato predvidevamo, da so naše novo odkrite mutacije – VPR 
aktivacijske in povzročijo od liganda neodvisno aktivacijo receptorja. Izjema je naša novo odkrita 
stop-kodonska delecija p.(Trp557*), ki povzroči nastanek stop kodona in posledično krajšega ter 
funkcionalno neaktivnega proteina. Sklepamo, da se zaradi prezgodnjega nastanka stop kodona 
receptor KIT sploh ni izrazil, zato bolnik na zdravljenje ni odgovoril [39]. 
Nova odkrita delecija/insercija c.1665_1672delinsCC p.(Trp557_Lys558del), ki na nukleotidnem 
nivoju povzroči izbris osmih nukleotidov od mesta c.1665 do c.1672 in vrivek dveh citozinov, je 
prvič opisana v naši raziskavi. Na proteinskem nivoju omenjena nova mutacija – VPR povzroči 
izbris dveh aminokislin, triptofana na kodonu 557 in lizina na kodonu 558. Delecijo kodonov 557-
558, s sicer drugačno spremembo na nukleotidnem nivoju, pa pogosto navajajo tudi druge 
raziskave, kjer opisujejo, da delecija kodonov 557-558 povzroči stalno aktivacijo receptorja KIT 
in povečano fosforilacijo kinaze ERK (73,83,84).  
Med novimi mutacijami – VPR smo odkrili tudi tri od 17 pa do 45 nukleotidov velike duplikacije, 
ki so se pojavile na 3’-koncu eksona 11. Po navedbah literature se duplikacije v genu c-KIT skoraj 
vedno pojavijo na 3’-koncu eksona 11, velike so od 3 do 57 nukleotidov in imajo dober odgovor 
na imatinib (85,86).   
Razen bolnika z novo stop-kodonsko delecijo so vsi ostali bolniki z novo odkritimi mutacijami – 
VPR na zdravljenje dobro odgovorili. Trije med njimi spadajo v skupino t.i. bolnikov z 
dolgotrajnim odgovorom, saj je čas njihovega celokupnega preživetja daljši od 8 let. Med bolniki 
z dolgotrajnim odgovorom in dokazano novo mutacijo – VPR je v enem primeru šlo za 
delecijo/insercijo: p.(Met552_Glu554delinsLys), ostala dva bolnika pa sta imela dokazano 
insercijo oz. duplikacijo: p.(Pro585_Arg586ins14) in p.(Gln575_Leu589dup), kar potrjuje 
navedbe o njihovem dobrem odgovoru na imatinib.  
V primerjavi z bolniki z že znanimi mutacijami – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT je mediana 
časa PFS in OS pri bolnikih z novo odkritimi mutacijami – VPR iz naše raziskave nekoliko krajša, 





Za zelo smiselno se je izkazalo tudi hkratno sekvenciranje vseh sedmih preiskovanih eksonov 
genov c-KIT in PDGFRA, saj bi s postopnim sekvenciranjem eksonov (po prioriteti glede na 
najvišjo stopnjo frekvence pojava mutacij – PR/VPR po literaturi) izgubili informacijo o 
morebitnih sekundarnih mutacijah – PR/VPR, ker bi v veliki večini primerov s sekvenciranjem 
zaključili že po prvi dokazani mutaciji – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT. V naši raziskavi smo 
sekundarne mutacije – PR/VPR dokazali pri 6/7 bolnikov, pri katerih se je napredovanje bolezni 
pojavilo po začetnem dobrem odgovoru na imatinib. Ker so bili tkivni vzorci teh bolnikov odvzeti 
iz kirurško odstranjenega tumorja po začetku uvedbe zdravljenja z imatinibom predvidevamo, da 
so pri njih dokazane sekundarne mutacije – PR/VPR vzrok za rezistenco na imatinib, medtem ko 
gre najverjetneje pri enem bolniku za drug mehanizem rezistence (13,24,53,87–89). Po navedbah 
v literaturi se sekundarne mutacije – PR/VPR pojavljajo predvsem v eksonu 13 (v vezavnem mestu 
ATP) in eksonu 17 (v aktivacijski zanki) gena c-KIT (13,24). Sekundarno mutacijo – PR/VPR v 
eksonu 13 smo v naši raziskavi dokazali pri treh bolnikih, medtem ko smo ostali trem bolnikom 
dokazali sekundarno mutacijo – PR/VPR v eksonu 17. Pri vseh treh bolnikih s sekundarno mutacijo 
– PR/VPR v eksonu 13 je šlo za substitucijo c.1961T>C p.(Val654Ala), ki je tudi po literaturi 
najpogosteje opisana sekundarna mutacija – PR/VPR (13).  
 
Pri 8 bolnikih (11,4%) mutacij – PR/VPR v genih c-KIT in PDGFRA nismo dokazali 
(KIT/PDGFRA divji tip GIST), kar je v skladu z literaturo, ki navaja da se KIT/PDGFRA divji tip 
GIST pojavi pri 10-15% bolnikov (14,36,76). Prav tako pri teh bolnikih nismo dokazali mutacij – 
PR/VPR v signalnih poteh RAS/RAF/MAPK in PI3K/AKT/mTOR, torej v genih KRAS, NRAS, 
BRAF, PIK3CA in AKT1, s čimer smo potrdili ugotovitve o redkem pojavu mutacij – PR/VPR v 
teh genih (19,21,43). Po navedbah Shi s sod., 2017 se pri bolnikih s KIT/PDGFRA divjim tipom 
GIST mutacije – PR/VPR lahko pojavijo tudi v genu EGFR (44). Glede na to, da imamo v naši 
raziskavi samo 8 bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST, prisotnosti mutacij – PR/VPR v 
genu EGFR nismo dokazovali, saj je njihova pojavnost zelo redka (<1%) (44).  
Vsem osmim bolnikom s KIT/PDFGRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST 
smo določili tudi izražanje SDH kompleksa z imunohistokemično reakcijo z označevalcem SDHB. 
Odsotnost izražanja funkcionalnega SDH kompleksa smo dokazali pri 2/8 bolnikov (25%), kar je 




poroča Heinrich s sodelavci (2017) (29). Zelo dober odgovor na imatinib pa smo ugotovili pri                      
4/6 naših bolnikov s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST,              
ki imajo normalno izražanje funkcionalnega SDH kompleksa. Zaradi majhnega števila vseh 
bolnikov s KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST, večjih 
raziskav z jasnimi rezultati oz. podatki o poteku zdravljenja teh bolnikov v literaturi nismo našli. 
Na osnovi rezultatov naše raziskave pa ugotavljamo, da je to skupina, kjer lahko pričakujemo dober 
odgovor na zdravljenje z imatinibom (90). Ta ugotovitev je predvsem pomembna glede odločitve 
o zdravljenju teh bolnikov, saj v splošnem velja, da bolniki s KIT/PDGFRA divjim tipom GIST 
slabo odgovorijo na zdravljenje z imatinibom (14). Obenem pa predstavlja izziv za dodatne 
raziskave o gonilni mutaciji – PR/VPR pri teh bolnikih in mehanizmu učinkovanja TKI. Možno 
je, da gre pri njih za še neugotovljene mutacije – PR/VPR, ki so senzitivne na imatinib, vendar so 
te prisotne v eksonih gena c-KIT/PDGFRA, ki imajo zelo nizko frekvenco mutacij – PR/VPR in 
katerih v naši raziskavi nismo preučevali (npr. v eksonu 8 gena c-KIT); lahko pa gre v teh primerih 
za mutacije – PR/VPR z nizko alelno frekvenco (manj kot 20%), katerih metoda direktnega 
sekvenciranja po Sangerju ne zazna. Obstaja pa tudi verjetnost, da imajo ti bolniki prisotne 
neznačilne oz. redke mutacije – PR/VPR v drugih genih (npr. KRAS/NRAS/BRAF), zato bi bila 
za njih smiselna uporaba sekvenciranja druge generacije NGS (angl. next-generation sequencing) 
(90).  
Ostala dva bolnika iz skupine KIT/PDGFRA divjega tipa GIST z izražanjem funkcionalnega SDH 
kompleksa, ki na zdravljenje nista odgovorila pa imata gonile mutacije – PR/VPR verjetno v genih 
NF1, NTRK, ali drugih še nepoznanih mestih (14,36).  
 
Mediana časa preživetja brez napredovanja bolezni (4,7 let) in mediana časa celokupnega 
preživetja (6,9 let) naših bolnikov z razsejanim GIST, sta v primerjavi z objavljenimi velikimi 
prospektivnimi raziskavami, ki so v približno enakem obdobju vključevale bolnike z razsejanim 
GIST precej daljši (Blanke in sod., OS: 4,58 let; Heinrich in sod., OS: 4,3 leta; Casali in sod., OS: 
3,9 let) (29,54,91). Razlike si lahko razlagamo z manjšim deležem bolnikov v slabšem stanju 
zmogljivosti in povišanem številu levkocitov ob pričetku zdravljenja (Tabela 10). Gre za 
dejavnika, ki sta se izkazala za pomembna za izhod bolezni pri omenjenih raziskavah. Poleg tega 




pri bolnikih z dobrim odgovorom na imatinib, ki pomembno vplivata na preživetje (92,93). 
Verjetno so vsi ti dejavniki, kakor tudi primerna strokovna obravnava in enaka dostopnost do 
zdravstvene oskrbe za vse, ki jo naš zdravstveni sistem zagotavlja, vplivali na daljšo mediano časa 
OS in PFS kot to poročajo podobne raziskave (29,54,91). 
 
Pri določanju vpliva mesta mutacije – PR/VPR na izhod zdravljenja naših bolnikov smo ugotovili, 
da se preživetje bolnikov z mutacijo – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT statistično pomembno 
razlikuje v primerjavi s preživetjem bolnikov z mutacijo – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT ali   
KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST.  
Razlike v mediani časa OS in PFS med bolniki z različnim mestom mutacije – PR/VPR (ekson 9, 
ekson 11, KIT/PDGFRA divji tip GIST) v naši raziskavi so povsem podobne primerljivim analizam 
v velikih prospektivnih raziskavah (54,66,67). Razlika v OS in PFS med posameznimi (ločenimi) 
prognostičnimi skupinami v naši raziskavi sicer ni statistično pomembna, zaradi majhnega števila 
bolnikov z mutacijo – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT in bolnikov s KIT/PDGFRA divjim tipom 
tumorja; klinično pa je razlika v mediani časa preživetja med omenjenimi skupinami bolnikov 
pomembna. Ta izsledek nedvomno potrjuje pravilnost naših diagnostičnih izvidov (patologija, 
molekularna analiza, radiološke preiskave) in terapevtskih ukrepov (izvajanje zdravljenj).  
Slab izhod zdravljenja naših bolnikov z mutacijo – PR/VPR v eksonu 9 gena c-KIT, je posledica 
zdravljenja s standardnim odmerkom imatiniba (400 mg/dan). Ugotovitve o zdravljenju teh 
bolnikov z dvojnim odmerkom imatiniba (800 mg/dan), kar pomembno podaljša njihovo 
preživetje, so bile objavljene proti koncu našega opazovalnega obdobja (2008) (23,29,54,91,94). 
Takrat v Sloveniji molekularne analize bolnikov z GIST še nismo izvajali, standardno zdravljenje 
za vse bolnike z GIST pa je bilo 400 mg/dan. Sicer o podobnem izhodu zdravljenja s standardnim 
odmerkom imatiniba kot ga imajo bolnikih z mutacijo – PR/VPR v eksonu 9 iz naše raziskave 
poročajo tudi druge raziskave (67,95).  
 
Podobno kot to ugotavlja Heinrich s sod., 2017 se razlika v OS in PFS naših bolnikov glede na 
vrsto mutacije – PR/VPR ni statistično pomembno razlikovala (29). Nekateri avtorji sicer poročajo, 




naši raziskavi. Vendar pa zaradi majhnega števila bolnikov v naših prognostičnih skupinah, razlika 
v preživetju glede na vrsto mutacije – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT ni statistično pomembna, 
s čemer prispevamo k objektivnem vrednotenju pomena vrste mutacij – PR/VPR za izhod 
zdravljenja bolnikov z GIST (74,95).  
 
Čeprav razlika v preživetju naših bolnikov glede na mesto in vrsto dokazanih mutacij – PR/VPR 
ni bila statistično pomembna (majhnost prognostičnih skupin), imata ta dva dejavnika vsekakor 
vpliv na afiniteto vezave imatiniba v vezavno mesto receptorja KIT/PDGFRA (24,52). Pri 
pomembnem deležu naših bolnikov (30%) je učinkovitost imatiniba dolgotrajna (več kot 8 let brez 
napredovanja bolezni), zato predvidevamo, da je pri teh bolnikih zaradi mesta in vrste mutacij – 







Z doktorsko raziskavo smo izvedli podrobno mutacijsko analizo tumorjev slovenskih bolnikov z 
razsejanim GIST in ugotovili, da se frekvenca in vrsta mutacij – PR/VPR v genih c-KIT, PDGFRA, 
KRAS, NRAS, BRAF, kot tudi izražanje SDH kompleksa ujema s podatki iz literature. Z odkritjem 
kar osmih novih, v literaturi še nikoli opisanih mutacij – VPR v genu c-KIT, smo prispevali k 
širjenju spektra znanih mutacij – PR/VPR v GIST. Prav tako je zelo pomembno naše odkritje 
bolnika z dvema primarnima mutacijama – PR/VPR v genu PDGFRA, saj so taki primeri v 
literaturi opisani zelo redko. Poleg izjemo heterogenega spektra primarnih mutacij – PR/VPR smo 
v genu c-KIT pri polovici tumorjev odvzetih po uvedbi zdravljenja dokazali tudi sekundarne 
mutacije – PR/VPR in potrdili z njimi povezano sekundarno rezistenco na imatinib. Rezultati 
molekularne analize tako dokazujejo, da so naši diagnostični in terapevtski postopki primerni in 
da je metoda direktnega sekvenciranja po Sangerju ustrezna ter v večini primerov dovolj občutljiva 
za detekcijo somatskih mutacij – PR/VPR pri bolnikih z GIST.  
 
Pri ugotavljanju vpliva mesta in vrste dokazanih mutacij – PR/VPR na izhod zdravljenja smo 
ugotovili, da mesto mutacije – PR/VPR v eksonu 11 gena c-KIT klinično pomembno napoveduje 
ugoden potek zdravljenja z imatinibom tudi pri slovenskih bolnikih z razsejanim GIST ter da vrsta 
mutacije – PR/VPR ni pomembna za izhod zdravljenja teh bolnikov. Mesto in vrsta mutacij – 
PR/VPR pa vsekakor pomembno vplivata tudi na afiniteto vezave imatiniba.                                             
Večja afiniteta vezave imatiniba je verjetno razlog, da ima 30% naših bolnikov učinek               
zdravljenja daljši od osmih let. Pomembna je tudi ugotovitev, da imajo naši bolniki s 
KIT/PDGFRA/KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA/AKT1 divjim tipom GIST, ki izražajo funkcionalni 
SDH kompleks v večini dober odgovor na imatinib, kar je pomembna informacija pri odločitvi o 
zdravljenju teh bolnikov s TKI, saj se ta skupina bolnikov očitno tudi klinično pomembno razlikuje 
od KIT/PDGFRA divjega tipa GIST brez izražanja funkcionalnega SDH kompleksa.  
 
Z rezultati in ugotovitvami naše doktorske raziskave potrjujemo, da je natančno poznavanje 
mutacijskega statusa genov c-KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS, BRAF in izražanja SDH kompleksa 
pomemben napovedni dejavnik odgovora in s tem preživetja (OS in PFS) slovenskih bolnikov z 
GIST. Molekularna analiza tumorjev teh bolnikov pa je nujna in predstavlja pomembno 
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